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o Teoreticka ¢ast — Vypracovani literarni reSerSe zahrnujici:
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Klasifikaci aldehyddehydrogenas (ALDH), substratovou specificitu
rostlinnych aminoaldehyddehydrogenas (AMADH, ALDH10)
Metabolismus spojeny s biosyntézou a degradaci aminoaldehyd( v

rostlinach s dlirazem na betainaldehyd
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Zjisténi pH optima a substratové specificity ZmAMADH 1b a jeho
porovnani s ZmAMADH 1a a 2

Porovnani aktivity ZmAMADH1b a ZmAMADH1a vUci betainaldehydu, a

aminopropionaldehydu
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2 Teoreticka cast

2.1 Aldehyddehydrogenasy

Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH) se sklada z velkého poctu enzymu
UCastnicich se metabolismu aldehydud. ALDH enzymy pouZzivaji pfi reakci jako kofaktor
bud NAD* ¢ NADP®. Produktem reakce jsou pfislusné aminokyseliny a redukovana
forma pfitomného kofaktoru. Slouéeniny s aldehydickymi skupinami jsou vytvareny jako
dulezité meziprodukty mnoha metabolickych drah (Brocker at al.,, 2013). Za
nestresujicich podminek se ALDH podileji na zakladnim metabolismu rostlin a udrzuji
koncentraci aldehydd na netoxické urovni. Kdyz dojde k naruSeni metabolismu
abiotickym stresem, ALDH se staraji o detoxifikaci odbouranim stresem vzniklych
aldehydll a zaroven pomahaji udrzet uroven zasobniho redukéniho potencialu.
Exprese ALDH gen( jakozto odpovédi na stres je obvyklou reakci mezi mnoha druhy
rostlin. Rodiny ALDH, které se podileji na odbouravani stresem indukovanych
aldehydt jsou rodiny ALDH7, 10, 11 a 12 (Kirch et al., 2004). Jednou z funkci ALDH
jakozto ochranného mechanismu je oxidace aldehydd vzniklych degradaci lipidovych
membran pfi oxidativnim stresu — tzv. peroxidace lipid. Produkty tohoto déje, napf. 4-
hydroxyneanal ¢&i 4-oxoneanal, jsou silné elektrofily a rychle vytvareji adukty
s fyziologicky dulezitymi nukleofily - aminokyselinami a proteiny. Tyto adukty mohou

zpusobovat mutace a vyznamné naruSovat homeostazu.

2.1.1 Klasifikace rostlinnych aldehyddehydrogenas

Nadrodina rostlinych aldehyddehydrogenas se déli do tfinacti rodin. Jsou to
rodiny ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH 11, ALDH12,
ALDH18, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24. Rodiny ALDH10, ALDH12, ALDH 21,
ALDH22, ALDH 23 a ALDH 24 se vyskytuji pouze u rostlin, kdeZto rodiny ALDH2,
ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7 a ALDH18 maji i savCi orthology.Vysoka exprese
téchto enzym( a jejich Siroké vyuziti rostlinou jen podtrhuje jejich dulezitost.
V rostlinach je obvyklé vétSi mnozstvi genu kédujicich ALDH. To mize velmi zvySovat

8anci na preziti organismu (Brocker et al., 2013).



2.1.2 Nomenklatura

Nazvoslovi pro €leny ALDH nadrodiny (ZivociSné i rostliné) bylo ustanoveno
v roce 1999 (Vasiliou et al., 1999). Systém byl vyvinut podle specifikaci Humane Gene
Nomenclature Comitee (Komise pro nazvoslovi lidského genomu). Pouziti nazvoslovi
plati pro vS8echny druhy, nejen pro Clovéka. Kazdy gen dostal jakoZto kofen nazvu
pismena “ALDH® po kterych nasleduje arabské Cislo rodiny. Oznaceni rodiny je
nasledovano pismenem oznacuji podrodinu a Cislem identifikujici dany gen
v podrodiné. Zafazeni do systému je uréovano podle shodnosti aminokyselinové
sekvence. Proteiny, které sdileji okolo 40 % své sekvence, jsou zafazeny do stejné
rodiny. Ty, které maji shodnost sekvence okolo 60 %, jsou spojeny do podrodin.
Rodiny jsou oznacCovany chronologicky podle své identifikace. Geny jsou psany
velkymi pismeny a kurzivou, kdezto proteiny pouze velkymi pismeny (Brocker et al.,
2013). Doposud byly plné charakterizovany a pojmenovany ALDH z nékolika rostlinych
zemédélsky a védecky vyznamnych druhl — kukufice (Zea mays) (Jimenez-Lopez et
al., 2010), ryze (Oryza sativa) (Gao a Han, 2009), husenicek (Arabidopsis thaliana)
(Kirch et al., 2004)

2.1.2 Rodina ALDH10 - Aminoaldehyddehydrogenasy

Clenové rodiny ALDH10 jsou znami také jako aminoaldehyddehydrogenasy
(AMADH, EC 1.2.1.19), ale také jako 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH,
EC 1.2.1.19), 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54), 4-
trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47) a
beatinaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8). Tato velka variabilita oxidovatelnych
substratt ukazuje, Zze soucasny systém jejich klasifikace je nevhodny. Vy$e zminéné
enzymy maji totiz Casto vysSi afinitu k 3-aminopropionlaldehydedu (APAL) &i 4-
aminobutyraldehydu (ABAL), a i kdyz se specifita mezi druhy muaze liSit, mély by proto
byt klasifikovany jako AMADH (Tylichova et al., 2010; Trossat et al., 1997). Nicméné
existuje nékolik ¢lenu rodiny ALDH10, kupfikladu z mangrovniku (Avicennia marina),
Spenatu (Spinacia oleracea) i laskavce (Amaranthus hypochondricaus), ktefi vykazuji
vysokou aktivitu s betainaldehydem a proto jsou oznacovany jako BADH (Hibino et al.,
2001; Incharoensakdi et al., 2000; Valenzuela-Soto a Munoz-Clares 1993) . Z tohoto
pohledu je proto mozné rozdélit ALDH10 do dvou podskupin: v jedné budou enzymy
s nizkou BADH aktivitou a ve druhé ty, které maji vysokou BADH aktivitu.

ALDH10 geny, které byly identifikovany ve vétSiné rostlinnych druh(, spolu sdileji
velkou miru podobnosti sekvence, proto spadaji do podrodiny ALDH10A (Brocker et

al., 2013). V kukufici (Zea mays) bylo nalezeno dvacet Ctyfi ALDH gen(, z toho ffi
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ALDH10 geny : ZmALDH10A5, ZmALDH10A8 a ZmALDH10A9. Funkéni umisténi
ALDH v kukufici se rizni (Tab. 1), ALDH10 jsou jako jediné lokalizovany
v peroxisomech, ostatni ¢lenové ALDH nadrodiny se vyskytuji obvykle v mitochondriich
(ALDH2, ALDH5, ALDH6 a ALDH12) cytosolu ( ALDH2, ALDH7, ALDH11 a ALDH18),
chloroplastech (ALDH3), endoplazmatickém retikulu (ALDH3) nebo jsou soucasti
membran (ALDH22) (Jimenez-Lopez et al., 2010).

Tab. 1 - Seznam a umisténi proteinti ALDH nadrodiny v kukufici - pfevzato z Jimenez-Lopez et al.,
2010

ALDH B Pfistupové LY, .
. Nazev .. Funkce Umisténiv bunce
rodina ¢islo
Rodina2 ZmALDH2B1 AC189099.3 Aldehyddehydrogenasa Mitochondrie
ZmALDH2B2 AC191038.4 Aldehyddehydrogenasa/RF2A Mitochondrie
ZmALDH2B3 AC182825.4 Aldehyddehydrogenasa/RF2B Mitochondrie
ZmALDH2C1 AC203907.3 Aldehyddehydrogenasa/RF2C Cytosol
ZmALDH2C2 AC212213.3 Aldehyddehydrogenasa/RF2D Cytosol
ZmALDH2C3 AC200510.3 Aldehyddehydrogenasa Cytosol
Rodina3 ZmALDH3E1 AC194279.3 Aldehyddehydrogenasa Chloroplast
ZmALDH3E2 AC206699.3 Aldehyddehydrogenasa Chloroplast
ZmALDH3H1 AC196114.2 Aldehyddehydrogenasa[NAD(P)+] Chloroplast
ZmALDH3H2 AC204269.3 Aldehyddehydrogenasa[NAD(P)+] Chloroplast
ZmALDH3H3 AC177866.2 Aldehyddehydrogenasa[NAD(P)+] E. retikulum

Rodina5 ZmALDH5F1 AC191786.3 Sukcinatsemialdehyddehydrogenasa Mitochondrie
ZmALDH5F2 AC196023.3 Sukcinatsemialdehyddehydrogenasa Mitochondrie

Rodina6 ZmALDH6B1 AC191354.3 Methylmalona’tsemialdehyddehydro- Mitochondrie

genasa

Rodina7 ZmALDH7B6 AC196479.3 Antiquitin Cytosol

Rodina 10 ZmALDH10A5 AC203433.3 Betainaldehyddehydrogenasa Peroxisom
ZmALDH10A8 AC193454.3 Betainaldehyddehydrogenasa Peroxisom
ZmALDH10A9 AC205791.3 Betainaldehyddehydrogenasa Peroxisom

Rodina1l ZmALDH11A3 AC219083.3 NADH dependentniglyceraldehyd-3- Cytosol
fosfatdehydrogenasa

Rodina 12 ZmALDH12A1 AC211544.3 Delta-1-pyrroline-5-karboxyldehydro- Mitochondrie
genasa

Rodina 18 ZmALDH8B1 AC231617.2 Delta-1-pyrroline-5-karboxylsynthetasa cytosol
ZmALDHS8B2 AC208465.3 DeIta—1—pyrro|ine—5—karboxy|synthetasa Cytosol

ZmALDH8B3 AC203754.4 Delta-1-pyrroline-5-karboxylsynthetasa cytosol

Rodina 22 ZmALDH22A1 AC212124.5 Aldehyddehydrogenasa Vyluéovaci draha/
soucdst endomembrany

-10 -



Doposud bylo charakterizovano nékolik enzymG ALDH10 nadrodiny. Byly
charakterizovany a AMADH z hrachu (Pisum sativum) (Tylichova et al., 2010), Spenatu
(Spinacea oleracea) (Diaz-Sanchez et al., 2012), rajéete (Solanum lycopersicum)
(Kopecny et al., 2013). U téchto AMADH byly ziskany také krystalové struktury, zde
jsou pro ilustraci uvedené struktury hrachovych AMADH — PSAMADH1 a PSAMADH?2
(Obr. 1). Dale byly charakterizovany enzymy ALDH10 nadrodiny v ryzi (Oryza sativa)
(Bradbury et al., 2010) a v je€meni (Hordeum vulgare) (Fujiwara et al., 2008), u téchto

enzymU ovSem nejsou znamy krystalové struktury.

(b) 7
y

Obr. 1 — Struktura PSAMADH1 (a) a PsAMADH2 (b) — (a) Katalytickd doména je znazornéna Sedé,
koenzym véazajici doména &erné a oligomerizaéni doména modre. Atomy NAD" (v barvach jednotlivych
prvkld) a iontu sodiku (zeleny) jsou znazornény pomoci kulicek. (b) Katalyticka doména je znazornéna
bézové, koenzym vézajici doména hnédé a oligomerizaéni doména filové. Atomy NAD® (v barvach
jednotlivych prvkud) a iont sodiku (zeleny) jsou znazornény pomoci kuli¢ek (pfevzato z Tylichova et al.,
2010).

2.1.2.1 Reakéni mechanismus

Reakci substratu s enzymem dochazi ke vzniku pfislusné aminokyseliny.
NH,(CH,),,COH + NAD* + H,0 — NH,(CH,),, + NADH + H*

Pfi preméné aldehydu na aminokyselinu vytvafri ALDH kovalentni

meziprodukty. Prvnim krokem je nukleofilni atak katalytického cysteinu v aktivnim

-11 -



misté enzymu. Dochazi k vytvofeni kovalentné vazaného alkoholového
meziproduktu (thiohemiacetalu) a nasledné oxidaci tohoto meziproduktu NAD* na
thioesterovy meziprodukt (Johansson et al., 1998). Vznikly produkt je uvolnén
z aktivniho mista molekulou vody, kterd po svém aktivovani glutamatovym
residuem rozstépi vazbu mezi atomy uhliku a siry a dojde k uvolnéni produktu
(aminokyseliny) (Obr. 2). Vznikly NADH neoddisociovava z enzymu dokud nedojde
k uvolnéni produktu, coz muze byt z nutnosti izomerizace do hydrolytické pozice,

ktera je potfeba pro dokonc&eni reakce. (Perez-Miller a Hurley, 2003).

H2N ) CH2 \ \
HEC* N,
\\\ ."‘I

o) \
~a |I | H2 C|)H i
HS—C—II — H,N “C"/C\‘C/S_C |
2 H, H 2 |
ooc / HooC
~ ko —~
NAD* I
I\ /~’ NADH
\\. \\.
\ H,0
\ 0 2 \
II" Il gz itd \II"
HS—C— - _ HN""™C7 ™Ss-c—
Hy | / H, H, ,.‘I
ooc / ' Hooc  /
NADH )/ COOH NADH )/
HN. __CH,
\ c \
~ H, I T

Obr. 2 — Reakéni mechanismus aminoaldehyddehydrogenas - pfevzato z Lakoma,2010

2.1.2.2 Stavba aminoaldehyddehydrogenas

Rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy se skladaji ze dvou podjednotek, jsou to
tedy dimery. Kazda jednotka se sklada ze tfi domén — koenzym vazajici domény,

katalytické domény a oligomerizacni domény (Obr. 3).
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Oligomerization
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Catalytic domain
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binding site

Obr. 3 — Obecna struktura rostlinnych AMADH — Katalyticka doména je znazornéna hnédé, koenzym
vazajici doména béZové a oligomerizaéni doména tmavé $ed&. Atomy NAD® (v barvach jednotlivych

prvkd) a iont sodiku (zeleny) jsou znazornény pomoci kuli¢ek (pfevzato z Tylichova et al., 2010).

2.1.2.2.1 Kationt vazajici doména

U AMADH z hrachu setého (Pisum sativum), PSAMADH1 a PsAMADH2, se
vyskytuje pouze jeden kationt vazany v kavité, ktera je blizko NAD"* vazebného mista.
Vazebné misto pro kationt je spole¢né vS§em ALDH (Tylichova et al., 2010). | kdyz role
monovalentniho iontu u ALDH neni jeSté uplé jasna, mohl by mit liv na stabilizaci mista
vazajiciho NAD®, tim Ze by elektrostatickou interakci pfispival k udrzeni idealni
konformace potfebné pro vazbu kofaktoru (Perez-Miller a Hurley, 2003). U hrachovych
aminoaldehyddehydrogenas byla totiz pozorovana cCasteCna ztrata aktivity vlivem
dialyzy enzymu pfi jeho purifikaci, kdy mohlo dojit ke ztraté kationtu doprovazené

rozvolnénim struktury (Tylichova et al., 2010).

2.1.2.2.2 Vazba koenzymu

NAD" vstupuje do dutiny koenzym-vazebného mista a interakci
s aminokyselinovymi rezidui se vaze na enzym. NAD" m(zZe zaujmout dvé rozdilné
konformace — hydrolytickou a hydridtransferovou. Naméfena data ukazuji, Ze
hydridtransferovou konformaci zaujima pouze oxidovana forma koenzymu, zatimco
hydrolytickou formu zaujima pouze redukovana forma koenzymu (NADH). Rozdilna

konformace oxidované a redukované formy kofaktoru maze byt tedy jednim z hlavnich

-13 -



motorl reakce (Perez-Miller a Hurley, 2003) Bylo zjisténo, Ze AMADH funguji i s jinymi
kofaktory nez jenom NAD®. Jako nejlepsi zkoumany alternativni kofktor se jevi
hypoxantinovy derivat NAD, ktery misto adeninu obsahuje hypoxantin. Naproti tomu
NADP" se jevi jako velmi $patny akceptor elektrond, kvuli své 2‘-fosfatové skuping,
ktera zabranuje jednoduchému vstupu do vazebného mista kofaktoru kvdli interakci
s glutamatovym residuem - Glu188 podle PsAMADH2 c&islovani (Tylichova et al.,
2010).

2.1.2.2.3 Aktivni misto

Aktivni misto lezi na opacné strané nez NAD-vazebné misto. Mezi témito dvémi
kavitami lezi kalayticky cystein a spolu s dalSimi dvéma residui, pfesnéji N162 a E260
a spolu tvofi aktivni misto v zakladné substratového kanalu. Cystein (C294 podle
PsAMADH C¢islovani) je natoCen k vazebnému mistu pro substrat (Tylichova et al.,
2010). Aktivni misto AMADH ma trychtyfovity tvar (Obr. 4), jeho velikost je ovlivnéna
aminokyselinovymi residui, kterymi je aktivni misto tvofeno. Jednotliva residua maiji vliv
na substratovou specifitu. Pro pribéh reakce je nezbytny jiz zminény cystein, ktery
vaze molekulu substratu vySe popsanym zplsobem. Residuum N162 je dllezity hlavné
pro vazbu kysliku substratu béhem katalyzy. Uvnitf aktivniho mista jsou umistény
residua Y163, W170 a W459 (do jisté miry to plati i pro L166 a M167), ktera jsou
zodpovédna za udrzeni optimalniho tvaru a priméru aktivniho mista, které umoznuje
vhodnou orientaci substratu vic¢i C294, coz umoznuje efektivni oxidaci (Kopecny et al.,
2011).

W109

D113
F284 P452@

D110

288
C453™
Y163
Q451

1203 ¢ 5295 :
k Ni62 — M167 4

C294 E260

Obr. 4 — Substratovy kanal PSAMADH2 - Pohled zblizka na substratovy kanal PsAMADH2, do
aktivniho mista byla navazana molekula glycerolu, vodikova vazba mezi glycerolem a enzymem je

znazornéna preruSovanou ¢arou (prevzato z Tylichova et al., 2010).
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2.1.2.3 Substratova specificita

Aldehyddehydrogenasy oxiduji Siroké spektrum substratd. NejdalezitéjSimi
substraty AMADH jsou aminoaldehydy vznikajici rozkladem polyamini a to 3-
aminopropionaldehyd  (APAL) a 4-aminobutyraldehyd (ABAL), dale 3-
acetamidopropionaldehyd (ACAPAL) vznikajici z N'-acetyl-spermidinu a N*-acetyl-
sperminu, 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL) vznikly pfeménou argininu, N,N,N-
trimethyl-4-aminobutyrylaldehyd (TMABAL) vznikly pfeménou argininu, betainaldehyd
(BAL) vznikajici z cholinu. Je mozna i oxidace dimethylsulfopropionaldehydu (DMSP),
ktery vznika z methioninu (Kopecny et al., 2013). VSechny vySe uvedené substraty jsou
oxidovany na pfislusné aminokyseliny (Obr. 5).

Aminoaldehyddehydrogenasy mohou oxidovat i aldehydy odvozené od latek
obsahujici dusikaté heterocykly — pyridinu, purinu, 7-deazapurinu a pyrimidinu. Jejich
hodnoty Michealisovych konstant jsou ve vétSiné pfipadd velmi malé, jen malo
slou€enin tohoto typu se da povazovat za vhodné substraty i pfesto Ze jsou za
vysokych koncentraci velmi efektivné odbouravany (Frommel et al., 2011). Rostlinné

AMAHD vykazuji velkou miru homologie sekvence aktivniho mista (Tab. 2).

‘S
Spermine Putrescine Nl-acetyl-spermine [ Arginine ] [ Lysine ] [ Choline ] [ Methionine]
Spermidine Nt-acetyl-spermidine
I l | | |
NH
Hs "N
Hy*N %H \N \NA / —s”
Hy™N 3 o N H ! —NF
— = =0 =0
=0 =0 o =0 ©
APAL ABAL ACAPAL GBAL TMABAL BAL DMSPAL
NAD* H,O
Plant AMADHs (ALDH10)
NADH H*
LN /NH /
3 \<
Hy'N >\H N NS / —s”
. Ni | \ : Ni H\ /\ R i
— ale) lo o
-0 — B o =0 - o ©
-0 -o O o o [©)
B-alanine GABA 3-acetamidopropionate 4-guanidinobutyrate y-butyrobetaine glycine betaine DMSP

Obr. 5 — Schéma premény aminoaldehyddi na pfislus§né aminokyseliny, pfevzato z Kopecny et al.,
2013
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Tab. 2 — Sekvence aktivnich mist enzymi ALDH10 z riznych rostlin, prevzato z Kopecny et al., 2013
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AMADH a u ostatni enzym0( ALDH nadrodiny. U rodin, které vazi aldehydy nesouci
negativni naboj, se vyskytuje povétSinou kladny povrchovy potencial, coz kontrastuje
s negativnim povrchovym nabojem aminoaldehyddehydrogenas (Riveros-Rosas et al.,
2013).

Substratova specificita je ovlivnéna pfitomnymi aminokyselinovymi residui.
Residua D110 a D113 (dle PsAMADH2 Cgislovani) jsou nezbytna pro vysokou afinitu
AMADH k w-aminoaldehyddm. P¥i jejich nahrazeni alaninem doSlo k vyraznému
snizeni afinity k testovanym substratim. Nahrazenim residua W288 alaninem doslo ke
dvojnasobnému zvyseni aktivity s GBAL a TMABAL. W288 vaze atom dusiku substratu
a jeho odstranénim dochazi k rozsifeni substratového kanalu a nejspiSe zeslabeni 1r-
elektronové interakce s elektrofilni aminoskupinou. Vysoce konzervovana aromaticka
residua Y163 a W170 hraji ddlezitou roli v PSAMADH2 — kotvi svymi postrannimi
fetézci molekuly substratu pomoci van der Waalsovych interakci. Pfi nahrazeni Y163
alaninem doslo k vyznamnému poklesu aktivity s APAL a narustu K, coz ukazuje na
dilezitost vodikové vazby vytvafené mezi aminoskupinou substratu a hydroxylovou
skupinou Y163. Naproti tomu pfi nahrazeni W170 alaninem doslo k rapidnimu snizeni
aktivity s ABAL. PFi nahrazeni téchto residui (Y163 a W170) dochazi tedy k rozSifeni
substratového kanalu. Dopad mutace Y163 na aktivitu byl mensi, jelikoz jeho funkci
muze substituovat D110 lokalizovany nad nim. Naproti tomu pobliz W170 neni Zzadné
residuum, které by mohlo alterovat jeho funkci. (Kopecny et al., 2011). Residua Y163,
W170, W288 a W459 jsou u betainaldehyddehydrogenasy ze Spenatu zeleného -
Spinacia oleracea (SoBADH) zodpovédné za vysokou afinitu tohoto enzymu
k betainaldehydu. To je zplUsobeno C&tyfmi aromatickymi residui, jejichz 1-elektrony
interaguji s kladnym nabojem na glycin betainu (Diaz-Sanchez et al., 2013)

Z hlediska substratové specificity je zajimava AMADHL1 z lilku raj¢e (Solanum
lycopersicum) - SIAMADH1. Jeho substratova specificita je pomérné Siroka a timto se

liSi od jinych zkoumanych AMADH. Také vykazuje nejvyssi limitni rychlost s ABAL,
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oproti jinym AMADH, které zpravidla maji nejvysSi limitni rychlost s APAL. Je unikatni
také tim, ze mezi studovanymi enzymy ma na pozici 454 threonin misto obvyklého
cyteinu (C453 u PsAMADH2). To ma za nasledek zménu v objemu substratového
kanalu (Obr. 6). Porovnani SIAMADH1 a znamych struktur rostlinnnych AMADH
odhalilo jiné umisténi Ctyf aminokyselinovych zbytkd (od T454 po D457). Diky odliSné
poloze téchto zbytk(l dochazi k otevieni substratového kanalu SIAMADH1. T454 je
nejvice ovlivnén, dochazi k jeho posunuti o 1,8 A od aktivniho mista, coZ dovoluje jeho
postrannimu fetézci vytvofit vodikovou vazbu s Q485 — atomem oligomerizaéni
domény druhé podlejnotky (Obr. 6). Tato zména pozice T454 postranniho fetézce vede
k vétSimu a méné polarnimu substratovému kanalu, coz ma za nasledek vysSi miru
oxidace alifatickych a aromatickych aldehydd. U PsAMADH je na této pozici C453,
jehoz postranni fetézec mifi dovnitf a Cini tak substratovy kanal mensi a polarnégjsi. Lze
zde pozorovat rozdil i na pozici 289 (288 u PSAMADH2), kdy u SIAMADH1 je pfiomen
alanin, kdezto u PsAMADH2 je pfitomen tryptofan. Alanin je$té zvétSuje substratovy
kanal a Ize Fici, ze kombinace téchto dvou zménénych rezidui u SIAMADH1 (A289 a
T454) zpusobuje Sirokou substratovou specificitu tohoto enzymu (Kopecny et al.,
2013).

F455 F454

3

2=
e
Q485 WZBS.
- <C453
T454 P Y163 ..
T289 [y

W460 : W459
o c294°7 S0
f E260 | E260

Obr. 6 — Substratové kanaly SIAMADH1 a PsAMADH2 — A) Porovnani objemu substratovych kanald
SIAMADH1 (Eervena) a PsAMADH2 (modré sitovani) B) a C) Zobrazuji objem substratovych kanala
SIAMADH1 (B — ¢ervena) a PsAMADH2 (C — modra) v pficném fezu.
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2.1.2.4 Vyuziti ALDH10 enzymu pro produkci transgennich rostlin

Transgenni rostliny ziskavaji v posledni dobé na oblibé. Jejich uprava je zatim
spiSe ve zvySeni tolerance vuci herbicidim, nebo ve zvySeni odolnosti vi¢i biotickym
stresovym podminkam. VSechny transgenni rostliny sice mohou byt péstovany na
vSech druzich pudy, nemaji ovSem schopnost odolavat abiotickému stresu. Proto bylo
provedeno nékolik experimentl, kdy byly vytvofeny transgenni linie rostlin, které patfi
mezi rostliny neakumulujici glycin betain (Ahmad et al., 2013)

PFi vytvofeni transgennich linii batatll (Ipomoea batatas), kdy byly pomoci
Agrobacteria tumefaciens vytvofeny rostliny nesouci cen pro tvorbu Spenatové
betainaldehydehydrogenasy. Bataty sice patfi mezi GB akumulujici rostliny, ale
zvySenim exprese GB pomoci vlozeného genu doSlo ke zvySeni odolnosti vuci
abiotickému stresu — zde byl sledovan salinitni stres, oxidativni stres a teplotni stres,
presnéji feCeno snaseni nizkych teplot (Fan et al., 2012).

Ryze (Oryza sativa) je snadno ovlivnéna rlznymi abiotickymi stresy a
neakumuluje GB. Byla proto vytvofena jeji transgenni varianta, do které byl vlozen
codA gen z Agrobacterium globiformis kodujici cholin oxidasu pro produkci GB.
Transgenni rostliny 1épe udrzovaly miru aktivity fotosyntézy a Iépe se vyrovnavaly se
stresujicimi podminkami (odstrafovani reaktivnich forem kysliku). Cholin oxidasa
vytvari glycin betain v jednom kroku, za sou€asného vzniku peroxidu vodiku (Obr. 7).
Ten svym vznikem aktivoval dalSi geny produkujici enzymy slouzici ke zmirnéni stresu
(Kathuria et al., 2009).

CH,OH COO"
CH, CH,
H,C-N*-CH, % H,C-N*-CH,
. 20,+11,0 Wa .
el CH,
Cholin Glycin betain

Obrazek 7 — Pfreména cholinu na glycin betain cholin oxidasou — upraveno podle Ahmad et al., 2013

Lze tedy vidét, Zze zvySeni produkce GB v rostlinach vede ke zvySené toleranci
vUCi abitoickému stresu. Za zvazeni stoji také kombinace nékolika genl a vyuziti jejich
synergie pro dosazeni optimalniho vysledku (Ahmad et al., 2013). Napfiklad simultanni
zavedeni genu pro cholinoxidasu, superoxiddismutasu a askorbat peroxidasu do
brambor vedlo ke zlepSeni chovani rostlin ve stresovych podminkach zahrnujicich

vysokou salinitu, oxidativni stres a sucho (Ahmad et al., 2010). Nebo kombinace dvou
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linii kukufice obsahujici cholinoxidasu z E. coli (betA) a gen pro produkci vakuolové
protonové pumpy - V-H*-PPasa z Thellungiella halophila (TsVP) vedlo ke zvy3eni
tolerance vuci suchu v linii, ktera obsahovala oba geny (Wei et al., 2011) Vuziti
takovych rostlin v zemédélstvi v nehostinnych podminkach Afriky, Indie, Pakistanu a
Ciny k vyprodukovani dostateéného mnozZstvi potravy pro tamni populaci je vice nez
Zadouci. Dokonce by téchto genetickych manipulaci mohlo byt vyuZito k vylepSeni
stresové tolerance stromu aby lépe snasely nepfiznié podminky a pomoci takto
upravenych rostlin bojovat proti rozSifovani pousti. Jedinou nevyhodou je absence
studii, které by hodnotily vynos takto upravenych plodin pfimo v terénu (Ahmed et al.,
2013).

2.1.2.5 Vliv ztraty AMADH aktivity na aroma ryze (Oryza sativa)

K aromatu v ryZi pfispiva nespocet sloucenin. Bylo zjisténo, Zze primarni pFiinou
charakteristického aroma jasminové a basmati ryze je slouenina 2-acetyl-1-pyrrolin
(2AP). K aromatu u ryze pfispiva mnoho gend, ukazalo se v$ak, ze pfi¢inou akumulace
2AP je jediny recesivni gen — fgr, ktery kdéduje nefunkéni alelu ryzové BADH2
(Fitzgerald et al., 2009). Za normalnich podminek vytvaii BADH (AMADH) enzymy z 4-
aminobutyraldehydu (ABAL) y-aminomaselnou kyselinu (GABA). Pokud ale chybi
funkéni enzym, ktery by odbouraval ABAL, dochazi k jeho akumulaci a spontanni
cyklizaci a reakci s acetylovou funkéni skupinou, coz poté vede k vytvofeni 2AP
(Obr. 8) (Bradbury et al., 2008).
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y-Aminobutyraldehvde
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+ Acetyl group
v-Aminobutyric acid Al-pyrroline 2-Acetyl-1-pyrroline
(GABA) (2ZAP)

Obr. 8 — Schéma premény 4-aminobutyrylaldehydu na 2-acetyl-1-pyrrolin — Pfeména ABAL za
pfitomnosti aktivni AMADH - bila Sipka a vznik 2AP pres Al-pyrrolin pfi neaktivitt AMADH - ¢ervena Sipka
(upraveno podle Baradbury et al., 2008).
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Identifikace zpusobu prFeruSeni jedné z drah vedouci k syntéze GABA, ktery
zaroven vede k otazce, zda toto preruseni GABA syntézy vede ke zhoreni vynosu
rostlin, protoze hladina GABA se v ryzi zvySuje pfi salinitnim stresu. AMADH v ryzi se
podileji na toleranci vici stresim, a protozZe ryze patfi k rostlinam, které neakumuluji
glycin betain, proto je zde jejich hlavnim substratem ABAL. Bylo dokazano, ze GABA
gradient hraje duleZitou roli pfi vyvoji pylovych ty€inek. AMADH v ryZi tedy mohou za
stresovych podminek napomahat k udrzeni GABA gradientu, a naru$eni tohoto
procesu vramci zvySeni produkce 2AP by mohlo inhibovat rist a vynos zrostlin
(Bradbury et al., 2008).
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2.2 Metabolismus aminoaldehydu

2.2.1 Metabolismus w-aminoaldehydu

w-aminoaldehydy (APAL, ABAL, AcAPAL) vznikaji odbouravanim polyamint
(spermin, spermidin, putrescin, N-acetylspermin a N-acetylspermidin) (Obr. 9)

aminoxidasami (Buchanan et al., 2000).

2.2.1.1 Polyaminy

Polyaminy se nachazeji ve vSech zivych organismech, avsak jejich vyznam v
rostlinach byl objeven teprve nedavno. Jsou nezbytné pro rlst a vyvoj jak
prokaryotickych, tak eukaryotickych bunék. Jejich koncentrace koreluji s frekvenci
déleni bunék a polyaminy stimuluji mnoho reakci, které se podileji na syntéze DNA,
RNA a proteinu. Kvdli jejich polykationtové povaze maji polyaminy vysokou afinitu
k aniontovym slouéeninam, jako jsou DNA, RNA, fosfolipidy, & zaporné nebité skupiny
v membranach a buné&énych sténach. V rostlinach polyaminy vyvolavaji rozmanité
fyziologické pochody jako déleni bunék, embryogenezi, rust kvétd, zrani plodd a
vytvareni hliz. Jejich hladina je mnohem vyssi nez kupfikladu cytokinind, pro indukci
biologické odpovédi jsou potieba fadové milimoly. Zda se, Ze polyaminy v rostlinach
nevystupuji pfimo jako hormony, ale spiSe, jako u savcu, se spiSe, at uz pfimo Ci
nepfimo, uc€astni nékolika dulezitych metabolickych drah, které jsou dullezité pro
efektivni fungovani na buné&fné urovni. NejCastéji se vyskytujici polyaminy jsou

spermin, spermidin a putrescin (Buchanan et al., 2000).

A) HZN/\/\/NHZ

N
B) HZN/\/\/ H\/\/\NH2
7o
CH,

N N
D) HzN/\/\/ H\/\/\NH/\/\/ H

C) HZN\/\/\NH/\/\/NH

N N o
E) HZN/\/\/ H\/\/\NH/\/\/ H\I4

CH,
Obrazek 9 — Struktury vybranych polyamina — A) putrescin, B) spermidin, C) N-acetylspermidin, D)

spermin, E) N-acetylspermin
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2.2.1.2 Syntéza polyaminu

V rostlinach probiha syntéza polyaminli stejné jako v ostatnich organismech
Z argininu, ovéem na rozdil od bunék savcli a hub, maji rostliny, stejné jako mnoho
mikroorganism(, dvé metabolické drahy, které vedou ke vzniku putrescinu. V prvni
Z nich je arginin napfed dekarboxylovan arginindekarboxylasou a poté je vznikly
agmatin hydrolyzovan agmatinasou (agmatinamidinohydrolasa) na putrescin za vzniku
mocoviny. V rostlinach existuje jesté navic moznost vzniku putrescinu z agmatinu pres
N-karbamoylputrescin, kdy po reakci agmatinu a agmatiniminohydrolasy vznika
amoniak a N-karbamoylputrescin, ktery je nasledné hydrolyzovan N-
karbamoylhydrolasou za vzniku amoniaku, oxidu uhli€itého a putrescinu.

Druhou drahou vedouci k putrescinu je odstépeni mocoviny z argininu arginasou
a nasledna dekarboxylace vzniklého ornithinu ornithindekarboxylasou.

Spermidin vznika z putrescinu pfidanim aminopropylové skupiny, ktera je ziskana
z dekarboxylovaného  S-adenosylmethioninu.  Tento  krok je  katalyzovan
aminopropyltranferasou (spermidinsynthasou). Spermin vznika obdobng, tzn. pfidanim
aminopropylové skupiny z dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu k spermidinu.
Syntéza sperminu a spermidinu je limitovana pfitomnosti donoru aminopropylové
skupiny, tedy S-adenosylmethioninu. Jako klic¢ové enzymy regulujici syntézu
polyaminQ se jevi ornithindekarboxylasa a S-adenosylmethionindekarboxylasa. Jejich

aktivita je ovliviiovana dostupnosti pfisluSného substratu (Morgan, 1999).

2.2.1.3 Katabolismus polyamin

Polyaminy jsou vrostlinach rozkladany dvéma typy aminoxidas —
diaminoxidasami a polyaminoxidasami. Diaminoxidasy (obsahujici topachinonovy
koenzym) produkuji aminoaldehydy z putrescinu, kadaverinu a spermidinu za
souCasného vzniku amoniaku a peroxidu vodiku. Polyaminoxidasy (obsahujici FAD
koenzym) katabolizuji pfeménu pouze sperminu a spermidinu a jejich acetylovanych
derivatd (Buchanan et al., 2000). Acetylované derivaty sperminu a spermidinu vznikaji
reakci s acetylkoenzymem A katalyzovanou spermidinN*-acetyltransferasou, kdy je na
dusik navazan acetylovy zbytek. Tyto derivaty (N-acetylspermin a N-acetylspermidin)
jsou poté rozkladany na 3-acetamidopropionaldehyd a dalSi produkty. Vzniklé

aminoaldehydy jsou odbouravany pomoci enzym( ALDH10 rodiny (Seiler, 2004).
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2.2.2 Betainaldehyd

Betainaldehyd (BAL), ktery slouzi jako prekurzor glycin betainu (GB) vznika
oxidaci cholinu cholinmonooxygenasou (Obr. 10). GB je rostlinami hojné vyuzivany
osmoprotektor, stejné jako jiné betainy (B-alanin betain, prolin betain) (Buchanan et al.,
2000).

CIH30H CHO COO
CH, (IEHw CI?H»
H,C-N*-CH, MO_5  yoNvcH, BADH 5 o cNvcH,
CIH’ 5?&5&\):2:3‘?:) .éH3 FI*\](()[N E:\DH+ ¢H3 .
Cholin Betain aldehyd Glycin betain

Obr. 10 — Schéma syntézy glycin betainu z cholinu — upraveno podle Ahmad et al., 2013

2.2.2.1 Syntéza glycin betainu

Prekurzor betain aldehydu, cholin, je syntetizovan dvéma riiznymi zpusoby, podle
druhu rostliny. Ve Spenatu a cukrové fepé je syntetizovan z fosfoethanolaminu, ktery je
methylovan na fosfocholin a ten je poté pfimo hydrolyzovan na cholin. Naproti tomu
v jeCmeni je pro syntézu glycin betainu vyuzit cholin, ktery vznika z membranového
lipidu fosfatidylcholinu (Buchanan et al., 2000). Cholin je na BAL oxidovan
cholinmonooxidasou, coz je monomerni, ferredoxin dependentni stromatalni enzym
(Rathinasabapathi et al., 1997). Glycin betain je zBAL syntetizovan
betainaldehyddehydrogenasu, coz je NAD® dependentni enzym (Buchanan et al.,
2000). Jak jiz bylo uvedeno vySe, betainaldehydehydrogenasy patfi
k aminoaldehyddehydrogenasam, tedy do rodiny ALDH10.

2.2.2.2 Vyznam glycin betainu

GB je plné N-methyl substituovany derivat cholinu. Je vyuzivan rostlinami jakozto
osmoprotektant. Neni ovSem syntetizovan v8emi druhy rostlin, rostliny se podle miry
jeho akumulce déli na GB akumulujici a GB neakumulujici. Mezi GB akumulujici
rostliny patfi napfiklad Spenat zeleny (Spinacea oleracea), laskavec (Amaranthus
hypochondricanus) ¢i nékteré kultivary kukufice (Zea mays). Mezi GB neakumulujici
rostliny patfi kupfikladu jiz zminéna kukufice (Zea mays), ryZze (Oryza sativa), rajCe
(Solanum lycopersicum) &i bataty (Ipomoea batatas). GB se vyskytuje v cytoplasmé
rostlinnych bunék, u neakumulujicich rostlin jsou velmi nizké, obvykle 100 — 1000x

niz8i nez u akumulujicich rostlin (Rhodes a Hanson, 1993).
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GB chrani rostliny pfed riznymi stresovymi podminkami abiotického plvodu.
Exogenné aplikovany GB se vstfebava listy €i kofeny a poté je rozvadén do celé
rostliny. Bylo prokazano, Zze byva transportovan do rostoucich ¢&asti rostlin. PFi
exogenni aplikaci dochazi ke zvySeni odolnosti rostliny vici abiotickym stresovym
podminkam — sucho, chlad, mraz, vysoka salinita ¢i oxidativni stres. RlUzné studie také
prokazaly zvySenou odolnost rostlin neakumulujicich GB, kdyz do nich byla vloZzena
metabolicka draha pro syntézu GB (Chen a Murata, 2008). Rostliny vétSinou ¢&eli vice
druhim abiotického stresu naraz, GB zde funguje jako chemicky chaperonkdy
napomaha udrzeni kvarterni a terciarni struktury enzymda, &i jako molekularni chaperon
kdy napomaha znovunabyti struktury protein a zvySuje tak jejich teplotni stabilitu. GB
hraje taky roli v ochrané proti reaktivnim formam kysliku, a neni jasné zda GB reaguje
pfimo s reaktivnimi formami kysliku, ale je jisté, ze zmirnéni nasledkd oxidativniho
stresu pomaha stabilizaci enzymatické aktivity enzymu podilejicich se na odbouravani
reaktivnich forem kysliku (Ahmad et al., 2013).

-24-



3 Prakticka cast

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material a dalSi

Expresni buriky E. coli T7 (NEB) nesouci geny ZmAMADH1a, ZmAMADH1b a
ZMAMADH?2 v plasmidu pCDF Duet (NEB), pfipravené vedoucim prace podle
postupu uvedeného v Tylichova et al., 2010

Bézné vybaveni laboratoie — kadinky, pipety, Spicky, etc.

3.1.2 Pouzité chemikalie

3-aminopropionaldehyd diacetal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
4-aminobutyrylaldehyd diacetal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
akrylamid (Bio-Rad, USA)

B-PER (Thermoscientific, USA)

BioSafe Boomassie (Bio-Rad, USA)

betainaldehyd chlorid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)

DNAsa (TopBio, CZ)

glukosa (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

glycerol (Lachema, SRN)

glycin (Sigma-Aldrich, SRN)

guanidin (Fluka, SRN)

hydroxid sodny (Lachner, CZ)

chlorid hofe¢naty (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
chlorid sodny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
imidazol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

inhibitor proteas (Thermoscientific, USA)

kyselina chlorovodikova (Lachema, SRN)
Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)
LB-medium (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

lysozym (E. Merck, SRN)

mocovina (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

n-butanol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich, SRN)
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e N,N-methylen-bisakrylamid (Bio-Rad, USA)

e N,N,N‘N*“tetramethylethylenamid (Bio-Rad, USA)

e Persteril (Overlach, CZ)

e Protein Ladder (10-250 kDa) (New Englad Biolabs, UK)

¢ RNAsa (TopBio, CZ)

e streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

3.2 Pristrojové vybaveni

e analytické vahy (Sartorius)

e centrifuga (Sigma)

o centrifuga (Eppendorf, SRN)

e centrikony

o digitalni pH metr (Multical WTW, SRN)

o elektroforeticka cela (Bio-Rad, USA)

e elektromagneticka michacka (IKA, SRN)

e His selected cobalt affinity gel (Sigma-Aldrich, SRN)

e laminarni box (Faster, IT)

o PCR thermocycler (Eppendorf, SRN)

o spektrofotometr LightWave Il UV-Vis Il diode array UV/Visible (Biochrom Ltd,
UK)

e tfepacka RCT basic (IKA, SRN)

o ultrafiltracni zafizeni Amicon 30 kDa (Millipore, USA)

e vortex (Stuart, UK)

3.3 Metody

3.3.1 Exprese rekombinantnich ZmAMADH v E. coli

Do tfi Erlenmayerovych banék o objemu 50 ml bylo dano 20 ml Lauria-Bertani
(LB) média, 1 ml 20% glukosy (findlni koncentrace 1%), streptomycin (finalni
koncentrace 50 ug/ml) a 5 pl kultury E. coli nesouci gen pro produkci rekombinantniho
proteinu (ZMAMADH1a, 1b a 2). Prekultura byla inkubovana pfes noc na tfepacce pfi
37°C a 180 rpm. Po inkubaci byly prekultury zcentrifugovany (4000 g, 5 minut, 20°C) a
pfeneseny do Erlenmayerovych banék o objemu 500 ml, obsahujicich 200 ml LB
media se streptomycinem (finalni koncentrace 50 pg/ml) a inkubovany na tfepacce pfi

30°C 0,5 - 1,5 h. Po dosazeni pozadovaného mnozstvi bakterii, kdy opticka densita pfi
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vinové délce 600nm byla 0,6, bylo do kultur napipetovano 200 ul 0,5 M IPTG (finalni

konc. 0,5 mM). Indukce probihala pfes noc na tfepacéce pfi 20°C a 180 rpm.

3.3.2 Extrakce ZmAMADH

Kultury po indukci byly pfelity do 0,5 | kyvet a zcentrifugovany (4000 g, 20 minut,
4°C), supernatanty byly odstranény a pellety byly resuspendovany ve 30 ml 0,9% NaCl
a znovu centrifugovany (4000 g, 10 minut, 4°C). Pellety byly dale resuspendovany ve 3
ml extrakéniho pufru obsahujiciho 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM MgCl,, 50 ul
inhibitoru proteas a vodu. Po vortexovani byly pfidany 3 ml B-PERu, nasledovalo
opétovné vortexovani a 10 minut stani pfi laboratorni teploté. Po pfidavku 50 pl
lysozymu (10 mg/mL) a vortexovani se kultury nechaly stat pfi lab. teploté 30 minut.
Obsah flakonek byl poté doplnén vodou na konecny objem 10 ml, bylo pfidano 8 ul
RNAsy a 5 yl DNAsy a po mirném promichani byl inkubovan 30 minut pfi 37°C. Po
inkubaci byl pfidan 1 ml 1M NaCl, 1 ml 50% glycerolu a lyzaty byly zcentrifugovany
(12000 g, 30 minut, 4°C). Supernatant byl dale pouzit pro purifikaci.

3.3.3 Purifikace ZmAMADH

Purifikace byla provedena na kolonach pro afinitni chromatografii
s imobilizovanymi Co*" ionty (His selected cobalt gel, Sigma-Aldrich). Co®" ionty
interaguji s histidinovou kotvou na proteinech a zabranuji jejich vymyti z kolony.
Vymyvani bylo provadéno pomoci imidazolu centrifugaci (300 g, 1 minuta).

Na kolony které byly promyty ekvilibraénim pufrem (20mM Tris-HCI pH 8,0,
100mM NacCl, 5% glycerol, 10mM imidazol) byl nanesen supernatant po extrakci a
kolony byly inkubovany na rotatoru 1 hodinu pfi 4°C. Po inkubaci byla centrifugaci
(300g, 1 min) ziskana frakce castic které se nezachytily (tzv. flow-through frakce).
Kolonky byly dal promyvany ekvilibraénim pufrem a poté byl dvakrat pfidan eluéni pufr
a kolona byla inkubovana na rotatoru po 30 minut pfi 4°C. Frakce ziskané promytim
kolon eluénim pufrem byly spojeny a zakoncentrovany pomoci centrifugaéni filtraci
(Centricon, Millipore) na konec¢ny objem 1-2 ml a promyvany promyvacim roztokem
(20mM Tris-HCI pH 8,0, 100mM NaCl, 5% glycerol). Precistény enzym byl poté

zamrazen a uchovavan pro méfeni pfi -20°C.

3.3.4 Kontrola purifikace pomoci SDS-PAGE

Pro kontrolu exprese proteinu byly odebrany 1 ml kultury pfed a po indukci IPTG,
1 ml supernatantu po extrakci, 1 ml roztoku pelletu po extrakci rozpusténého v 1 ml 8M
mocoviny, 1 ml nezachycené frakce (flow-through frakce) a 1 ml eluatu. Kultury pfed a

po indukci byly zcentrifugovany a rozpustény v 50 ul 8M mocoviny.
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Pro elektroforézu bylo odebrano 50 ul vySe uvedenych frakci a bylo k nim
pfidano 50pl vzorkovaciho pufru. Vzorky byly inkubovany 10 minut pfi 100°C a
centrifugovany na mikrocentrifuze.

Do sestavené elektroforetické aparatury byl nalit 12% délici gel a byl prevrstven
n-butanolem. Po jeho ztuhnuti byl n-butanol wvylit a povrch gelu byl oplachnut
deionizovanou vodou. Do aparatury byl nalit 4% zaostfovaci gel a do né&j byl vsazen
hfebinek. Po ztuhnuti zostfovaciho gelu byly do jamek napipetovany vzorky (10 ul
vzorku) a standard (10 ul). Aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti, dokud barvivo
neopustilo zaostfovaci gel, bylo pouzito napéti 120V, po pfechodu do déliciho gelu
bylo napéti zvySeno na 180V. Po ukonc€eni byly gely vyjmuty, oplachnuty destilovanou
vodou a pfes noc barveny barvivem BioSafe Comassie-Blue(Bio-Rad). Po obarveni
byly gely ponofeny do odbarvovaciho roztoku (40% metanol, 7% kyselina octova).

Slozeni gell pouzitych pro elektroforézu je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3 — Slozeni gelli pro SDS-PAGE

Pridavanad latka v mL

AA (30%)/ Tris HCI, Tris HCI, SDS APD
H,0 TEMED

BIS (0,8%) 1,5M, pH 8,8 1,5M, pH 6,8 (10%) (10%)
Délici gel 4,0 2,5 — 3,2 0,1 0,05 0,015
Zaostrovaci gel 0,65 — 1,25 2,95 0,1 0,05 0,015

3.3.5 Stanoveni obsahu proteinu

Proteiny byly kvantifikovany spektrofotometricky pfi 280 nm. Absorbance byly
meéfeny proti deionizované vodé. Pro vypoclet koncentrace proteinl bylo vyuzito
absorbance daného proteinu pfi jeho koncentraci 1 mg/ml ziskané z aminokyselinové
sekvence pomoci nastroje ProtParam na portale Expasy.org. Po zméfeni absorbance

vhodné zfedéného vzorku byla koncentrace vypocitana pomoci vzorce:

@] = Avzorek  yoddni
ml !

Cvzorek [ ~a
ProtParam

kde Apioparam 0dpovida absorbanci daného proteinu pfi koncentraci 1 mg/ml. Nastroj
ProtParam pocita extinkéni koeficienty protein pomoci Edelhochovy metody
(Edelhoch et al., 1967), ov8em vyuziva extinkéni keoficienty pro tryptofan a tyrosin,

které byly publikovany v Pace et al., 1995.
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3.3.6 Méreni aktivity ZmAMADH

Aktivita enzymu byla méfena pomoci spektrofotometrického sledovani miry
premény koenzymu NAD® na NADH, ktery ma absorp&ni maximum pfi vinové délce
340 nm — tzv. Wartburgav opticky test. Zakladni jednotkou aktivity je 1 katal (1 kat),
ktery je definovan jako pfeména 1 molu substratu za 1 sekundu. Tato jednotka je
ovSem pfili§ vysoka, proto se vyuziva jednotek mensich — nanokatal nebo mikrokatal.
Ativita se pocita podle vztahu:

AA V
alkat] =E*£*l

AA udava zménu absorbance, At udava dobu reakce v sekundach, V udava

objem reaké&ni smési v litrech, € vyjadfuje molarni absorpéni koeficient (6220 M™*.cm™

pro NADH) a | udava Sitku kyvety v centimetrech.

3.3.6.1 Stanoveni pH optima a teplotni stability

Stanoveni pH optima bylo provadéno spektrofotometricky pfi vinové délce 340
nm. Byl pouzit 150 mM glycin/NaOH pufr, o pH 8,6 — 10,4. Reakéni smés obsahovala
1,55 ml pufru, 0,015 ml vhodné nafedéného enzymu, 0,05 ml 20mM NAD®, 0,02 ml
100mM substratu (APAL) a 0,365 ml vody pro doplnéni reakéni smési na kone¢ny
objem 2 ml.

Teplotni stabilita byla méfena v rozmezi 30-70°C. Enzym byl inkubovan na
termocycleru po dobu 30 minut pfi zvolené teploté a poté byl pfenesen na led. Méfeni
aktivity probihalo spektrofotometricky pfi vinové délce 340 nm v 1,55 ml 150mM
Tris/HCI pufru pH 9,0, reakéni smés dale obsahovala 0,05 ml 20mM NAD*, 0,02 ml
enzymu, 0,02 ml 100mM substratu (APAL) a 0,36 ml vody.

3.3.6.2 Stanoveni substratové specificity a kinetickych parametri
ZmAMADH

Substraty pro méfeni byly pfipraveny dvéma zpusoby. APAL a ABAL byly
pfipraveny z diacetald povafenim s0,2 M HCI na 10 minut, BAL byl pfipraven
Z betainaldehyd chloridu rozpusténim ve vodé.Substratova specificita byla méfena
spektrofotometricky pfi vinové délce 340 nm se tfemi substraty — APAL, ABAL a BAL.
Reakéni smés obsahovala 1,55 ml 150mM Tris/HCI pufru pH 9,0, 0,05 ml 20mM NAD?,
0,01 ml enzymu, 0,37 ml vody a 0,02 ml 10mM roztoku substratu (finalni koncentrace
v kyveté 100 uM).

Saturacni kfivky byly méfeny spektrofotometricky pfi vinové délce 340 nm se

dvémi substraty (APAL, BAL) pro kazdy enzym. Reak¢ni smés obsahovala 1,55 ml 150
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mM Tris/HCI pufru pH 9,0, 0,05 ml 20 mM NAD" , enzym (mnozZstvi se liSila pro kazdy
enzym), substrat a vodu na doplinéni do celkového objemu 2 ml. Vysledna koncentrace
substratu se pohybovala v rozmezi 0 — 1000 uM.

Byly stanoveny kinetické parametry konstanta Michaelis-Mentenové (K;) a
limitni rychlost (Vim), pokud byla pozorovana inhibice substratem, byla stanovena
inhibi¢ni konstanta (K;). Kinetické konstanty byly vyhodnoceny pomoci programu
GraphPad Prism 6, kde byly naméfenymi hodnotami proloZzeny kfivky pomoci

nelinearni regrese podle nasledujicich rovnic:

1. v = Vinax*[S]
Km+[S]
2 v = Vimax*[S]

B Km+[5]*(1+%)

3 v = Vimax*[S]
(1+[S] \
Ko —gg7 |#IS1e| —5
1+ x5
Ki 1+ﬁ*[S]

K_i
kde [S] udava koncentraci substratu a 3 je faktor, ktery popisuje vliv inhibice
substratem na limitni rychlost. Rovnice (1) byla pouzita, kdyz nedochazelo k inhibici

substratem, rovnice (2) a (3) zahrnuiji inhibici substratem.
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4 Vysledky

4.1 Kontrola exprese pomoci SDS-PAGE

Exprese zkoumanych tfi kukuficnych AMADH byla ovéfena pomoci SDS-PAGE
elektroforézou (Obr. 11). Enzymy maji molekulovou hmotnost ~55 kDa. Na obrazcich
Ize vidét pfitomnost enzymuU po indukci. Exprimované proteiny jsou pfitomny jak
v rozpustné fazi, tak v inkluznich téliscich. Po purifikaci afinitni chromatografii na
kolonkach s imobilizovanymi Co* ionty (eluat), Ize vidét pfitomnost jediného bandu

odpovidajiciho purofokované AMADH izoformé.

4.2 Stanoveni obsahu ZmAMADH proteint

Obsah proteint byl stonoven spektrofotomentricky pfi vinové délce 280 nm.
Ziskana vinova délka byla dosazena do vzorce

szorek v v s
* Fedéni

Cyzorex[mg/ml] =
Aziskané Z ProtParam

Poté byla spocitana koncentrace enzymu v zasobnim roztoku (Tab. 4) a byl stanoven
vytézek (Tab. 5). VytéZek byl stanoven na 200 ml kultury podle vzorce.
200

Vkultura

mg
X (m) = Cyzorek * Vvzorek *

Tab. 4 — Stanoveni obsahu proteinti — Absorbance ziskana nastrojem ProtParam byla pro ZmAMADH1a
- 1,546; pro ZmAMADH1b — 1,542 a pro ZmAMADH?2 - 1,475

Avzorek fed&ni (r‘;g:rﬁ_kl)
ZMAMADH1a  0,17983 50 5,81
ZMAMADHLb  0,40023 50 12,98
ZMAMADH2  0,26271 50 8,91

Tab. 5 — Stanoveni vytézku na 200ml kultury

Cyzorek szorek Vkultura V}'/téiek
(mgml?)  (ml) (ml)  (mg/200ml)

ZmAMADHla 5,81 11 400 3,20
ZMAMADH1b 12,98 2 300 17,31
ZMAMADH2 8,91 12 400 5,35
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Obr. 11 - SDS-PAGE ZmAMADH1a (A), ZmAMADH1b (B) a ZmAMADH2 (C)- Pouzity standard 10 —
250 kDa protein ladder, do kazdé jamky bylo napipetovano 10 pl vzorku, Sipkou je oznalen ziskany
protein. V jednotlivych jamkach je ukazan vyskyt proteinu ve sledovanych okamzicich — pfed a po indukci
IPTG, jeho zastoupeni v lyzatu bunék E. coli a vinkluznich téliscich a dale ve Flow-through podilu

ziskaném chromatografickym preciSténim. Je vidét ze ziskany enzym je velmi Cisty (Eluce).
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4.3 Stanoveni pH optima

pH optimum jednotlivych AMADH bylo zméfeno v 150 mM glycin/NaOH pufru o
rozmezi pH 8,6 — 10,6 (Obr. 12). Hodnoty pH optima pro méfené enzymy byly
nasledujici — 9,7 pro ZmAMADH1a; 10,4 pro ZmAMADH1b a 9,4 pro ZmAMADH2.
Z uvedenych pH optim Ize vidét, ze vSechny tfi enzymy maji pH optima v zasadité
oblasti mezi pH 9,0 — 10,5. ZmMAMADH1b ma nejvysSi aktivitu ve vyrazné zasaditéjSim

prostfedi nez dal$i dva izoenzymy.

i ~s~ ZmAMADH1a
] ‘ ZmAMADH1b
- — ZmAMADH2
X ]
o 60—:
= ]
X 401
< :
] A
20
4 A
0-""l""l""l""l""l""l""l""l""
80 85 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5
pH

Obr. 12 - pH optimum zkoumanych aminoaldehyddehydrogenas - Meéfeni bylo uskuteénéno
v prostfedi 150 mM glycin/NaOH pH 8,6 - 10,6; 0,5 mM NAD* a 1 mM substrat 3-
aminopropionaldehyd(APAL).

4.4 Stanoveni teplotni stability

Byla zméfena teplotni stabilita v8ech tfi kukuficnych AMADH izoenzymi
(Obr. 13). Meéfeni bylo provedeno v rozmezi teplot 0 — 70°C. Z vysledku je vidét, ze
ZmAMADH2 ma niZsi teplotni stabilitu nez dvé zbylé izoformy. Hodnota Ts, (coz je
teplota, pfi které je zachovano 50% aktivity po 30 minutové inkubaci pfi dané teploté)
pro jednotlivé enzymy je 50,4 °C pro ZmAMADH1a; 55 °C pro ZmAMADH1b a 40,7 °C
pro ZmAMADH?2.
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Obr. 13 — Teplotni stabilita zkoumanych aminoaldehyddehydrogenas — Méfeni bylo uskuteénéno
v prostfedi 150 mM Tris/HCI pH 9,0; 0,5 mM NAD" a 1 mM 3-aminopropionaldehyd (APAL).

4.5 Stanoveni substratové specificity

Substratova  specificita byla zméfena se tfemi substraty -  3-
aminopropionaldehydem (APAL), 4-aminobutyraldehydem (ABAL) a betainaldehydem
(BAL) pfi 100 uM koncentraci (Obr. 14). Nejvétsi aktivitu vykazovaly vSechny ftfi
enzymy se substratem APAL, ta byla poté pro jednotlivé enzymy vzata jako 100%.
S ABAL vykazovala nejvy$si aktivitu ZmAMADH2 (54 %), ZmAMADHla a
ZMAMADH1b mély afinitu podobnou a pfiblizné poloviéni - 23% pro ZmAMADH1la a
29% pro ZmAMADH1b.

Aktivita s BALu byla u vSech tfi enzymd relativné nizka. Nicméné ZmAMADH1a
oxiduje BAL ve vy38Si mife a zméfena afinita méla hodnotu 14 %. Oproti tomu ,
ZMAMADH1b, ktera je sekventné podobna ZmAMADH1a, vykazuje s BAL jen
nepatrnou aktivitu (2,4 %) podobné jako ZmAMADH2 (1,3 %)
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Obr. 14 - Substratova specificita zkoumanych aminoaldehyddehydrogenas - Meéfeni bylo

uskute&néno v prostfedi 150 mM Tris/HCI pH 9,0; 0,5 mM NAD" a substraty 3-aminopropanal (APAL), 4-
aminobutanal (ABAL) a betainaldehyd (BAL) o koncentraci 0,1 mM. Aktivita ZmAMADH1a byla 21,4
nkat/mg; ZmAMADH1b 49 nkat/mg a ZmAMADH?2 32,8 nkat/mg

4.6 Stanoveni kinetickych parametrd ZmAMADH

Pro vSechny tfi kukuficné izoformy byly zméfeny saturacni kfivky (Obr. 15) a
stanoveny kinetické parametry K., a V;, (Tab. 6) se dvéma substraty APAL a BAL.
APAL byl pouzit proto, Ze je pro vétSinu AMADH nejlepSim substratem. Naproti tomu
BAL je pfeménovan jen nékterymi AMADH a je prekurzorem glycin betainu, ktery je
velmi u¢innym osmoprotektantem.Méreni bylo provedeno s obéma substraty v rozmezi
0 — 1000 uM v prostfedi 150 mM

Tris/HCI pH 9,0 a 0,5 mM NAD'. *. U méfeni, ktera vykazovala inhibici
nadbytkem substratu, byla stanovena také inhibi¢ni konstanta (K;). Inhibice s
nadbytkem APAL byla pozorovana se vSemi tfemi izoformami, inhibice s nadbytkem
BAL byla pozorovana jen u ZmAMADH1B.

Hodnoty K, byly pro APAL u ZmAMADHla a ZmAMADH1b velmi blizké
(28,248,9 uM a 25,3+8,4 pM), pro ZmMAMADH?2 byl hodnota K., vice nez dvojnasobna
(58,948,4 uM). Pii méfeni dosahla nejvyssi specifické aktivity a nejvysSi limitni rychlosti
s APAL ZmAMADH1b. Pro BAL byly zjistény nizké hodnoty K, pro obé ZmAMADH1a
a ZmAMADH1b. Nicméné, ZmAMADH1a vykazovala vysSi hodnotu V), nez
ZmAMADH1b. Naproti tomu ZmAMADHZ2 vykazala jak vysokou hodnotu K., tak i

nizkou limitni rychlost.
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Obr. 15 — Saturaéni kfivky zkoumanych AMADH se substraty (APAL, BAL) — a) ZmAMADH1a - APAL;
b) ZmAMADH1a - BAL; c) ZmAMADH1b - APAL; d) ZmAMADH1b - BAL; e) ZmMAMADH2 - APAL; f)
ZmAMADH2 — BAL
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Tab. 6 — Kinetické parametry ZmAMADH1a (A) ZmAMADH1b (B) a ZmAMADH2 (C)- Km —
Michaelisova konstanta, Viim — limitni rychlost, K; — inhibi¢ni konstanta, B — faktor popisujici efekt inhibice

na Vim a Vim/Km udava relativni pomér limitni rychlosti a Michaelisovy konstanty

A)
ZmAMADHla
Km Vlim Ki B Vlim/Km
(uM) (nmol s* mg™) (uM) (relativni)
APAL 28,218 9 37,1£5,5 283,4+95,8 — 1,00
BAL 84,614,1 5,9+0,1 — — 0,053
B)
ZmAMADH1b
Km VIim Ki B VIim/Km
(uM) (nmol s* mg?) (M) (relativni)
APAL 25,319,5 107,6£24,2 62,2+35,0 0,04 1,00
BAL 33,4+8,5 1,26+0,08 35,8+24,5 0,59 0,009
Q)
ZMAMADH?2
Km VIim Ki B VIim/Km
(UM) (nmol s* mg™) (uM) (relativni)
APAL 58,918 4 60,415,2 141,6143,0 0,02 1,00
BAL 1380+£131 1,26+0,08 — — 0,001
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5 Diskuze

Zjisténa pH optima pro tfi zkoumané kukufiéné enzymy jsou v rozmezi 9,4 az
10,4; presnéji 9,7 pro ZmAMADH1a, 10,4 pro ZmAMADH1b a 9,4 pro ZmAMADH?2. Je
vidét, ze vSechny tfi izoenzymy maji pH optimum v zasadité oblasti, nejvy$Si hodnoty
pH ma ZmAMADH1b. Tyto naméfené hodnoty potvrzuiji jiz sledované pH optima jinych
enzymU ALDH10 rodiny. Enzymy z hrachu setého (Pisum sativum), ryZze seté (Oryza
sativa) a z lilkku rajée (Solanum lycopersicum) vykazuji pH optima taktéz v zasadité
oblasti — pH 9,5 — 9,8 pro PSAMADH1, OsAMADH1 a SIAMADH2 a pH 10 — 10,2 pro
PsAMADH2, OsAMADH2 a SIAMADH1. U uvedenych rostlin se vZdy vyskytovaly dvé
izoformy, s mirné odliSnymi hodnotami pH optim. Pfitomnost izoforem s rozdilnym pH
optimem byla tedy potvrzena i u kukufice (Zea mays). Zasaditost pH optim je spojena
s pfitomnosti zasaditého prostfedi v peroxisomech, kde je vétsina AMADH
lokalizovana.

Pro méfeni kinetickych parametrii a substratové specificity kukuficnych AMADH
byly pouzity tfi rizné substraty — APAL, ABAL a BAL. APAL a ABAL byly pouzity proto,
Ze jsou poslednim meziproduktem odbouravani polyamini — sperminu a spermidinu.
Jejich oxidaci pomoci AMADH vznikaji netoxické produkty B-alanin a y-aminomaselna
kyselina. Z BAL vznika dehydrogenaci glycin betain, ktery je rostlinami produkovan
jakozto osmoprotektant.

Pfi mérfeni substratové specificity vykazovaly vSechny tfi kukuficné AMADH
nejvyssSi aktivitu s APAL. Druhy aminoaldehyd - ABAL - byl nejlépe pfeménovan
ZmAMADH2 pfi zhruba 50% rychlosti vaC&i APAL. Aktivita ZmAMADHla a
ZMmAMADH1b s ABAL byla nizsi a dosahovala 23 a 29%. Aktivita s BAL byla nejvysSi u
ZmAMADH1a (13% aktivity s APAL), pro ZmAMADH1b a ZmAMADH2 byly aktivita
s BAL na urovni 2,4 a 1,3% procent.

VSechny tfi isoformy vykazuji velmi nizké hodnoty K., pro APAL (28,248,9 uM —
ZmAMADH1a; 25,319,5 yM — ZmAMADH1b a 58,91+8,4 yM — ZmAMADH2. U vSech ftfi
izoforem byla pozorovana inhibice nadbytkem substratu APAL. Pro BAL byla nizka
hodnota K, zjisténa u ZmAMADH1b (33,418,5 uM) a téz u ZmAMADH1a (84,6+4,1
MM). Naopak, vysoka hodnota byla pozorovana u ZmAMADH2 (1380+131 uM).
Porovnanim relativnich poméra V;,/K., pro BAL vyplyva , Ze BAL je mnohem lepSim
substratem pro ZmAMADH1a (Vin/K, zde byl 0,053), nez pro ZmAMADH1b a
ZMAMADH2 (Vin/K, byl 0,009; respektive 0,001).

| kdyZ kukuficné AMADH sdileji velkou miru homologie sekvence jak celého

proteinu (Obr. 17), tak aktivniho mista, pfece jenom se lidi v nékolika aminokyselinach
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(Tab. 7). Namérfené vysledky mohou byt interpretovany pomoci téchto zamén, presnéji
pomoci zamény na pozici 1444 (dle PSAMADH2 Cislovani). Zatimco u ZmAMADH1a je
na tomto misté cystein, ZmMAMADH1b a ZmAMADH2 nesou isoleucin. Naopak rozdil
v aktivitach s BAL mezi ZmAMADHl1a s1b versus ZmAMADH2 Ize vysvétlit
pfitomnosti rezidua W288, které zvySuje afinitu enzymu k BAL — u ZmAMADH?2 totiz

W288 neni pfitomen a K, nabyva velmi vysokych hodnot.

Tabulka 7 — Rozdily v aminokyselinové sekvenci aktivniho mista kukuficnych AMADH — pozice

residui Cislovany podle PsSAMADHZ2, Cervené jsou oznaceny zmény v sekvenci aktivniho mista

Y163 M167 W170 W288 1444 WA459
ZmAMADH1a Y M w w - w
ZmAMADH1b Y M w W I W

ZmAMADH2 Y M w A W

Da se tedy fici, Ze zaména cysteinu za isoleucin na pozici 444 (dle Cislovani
PsAMADH2) sniZuje rychlost pfemény BAL. PFfitomnost cysteinu totiz dovoluje
CasteCnou rotaci vedlejSiho tryptofanu (W461) a zvétSuje tak primér substratového
kanalu vedouciho k aktivnimu mistu. To umoznuje trimethylamoniové skupiné BAL

projit skrz mnohem snaze nez v pfitomnosti isoleucinu (1444) (Obr. 16).

W290
C446 o
(1444) (gjgi) (W288)
<
o’ T291
' (T289)
Y165
w461 )
(W459) ) &
W172 M169
(W170) (M167)

Obrazek 16 — Rozdil pozice W461 pfii pritomnosti C446 a 1444 — pfevzato z Kopecny et al., 2013
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ZmAMADHla 1

ZmAMADH1b 1 IMA S@AMVPLRQLFVDGEWRPPAQGRRLPVVNPTTEAHIGE I PAGTAEDVDAAVAAARARA

ZmAMADH2 1 REPEMGRRLPVVNPRTEARI G I PAGTAEDVEMAVAAARBA
70 80 90 100 110 120

T T P P T e P P T e

ZmAMADHla 60

ZmAMADH1b 61

ZmAMADH2 60

ZmAMADHla 120

ZmAMADH1b 121

ZmAMADH2 120

ZmAMADHla 180

ZmAMADH1b 181

ZmAMADH2 180

ZmAMADHla 240

ZmAMADH1b 241

ZmAMADH2 240

ZmAMADHla 299

ZmAMADH1b 300

ZmAMADH2 300

A NI\ 0) A NS\ T T 1. TGGVRPAHLEKGFFIEPTIITDITTSME IWREEVFGPVLCVKEFSTEDEATELAND)

ZmAMADH1b 360 ATILTGGVRPAHLEKGFFIEPTIITDITTSMEIWREEVFGPVLCVKEFSTEDEAIELAND

ZmAMADH2 360

ZmAMADHla 419

ZmAMADH1b 420

ZmAMADH2 420

ZmAMADHla 479 NNOENNAVREREINAET RIS

b4 XNYr:No) : WN IO DN Y L. SVKQVTEY I SDE PWGH YRS PSKL

ZmAMADH2 480

Obr. 17 — Alignment a porovnani aminokyselinovych sekvenci ZmAMADH1a, ZmAMADH1b a

ZMmAMADH2 — vytvofeno v programu BioEdit
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6 Zaver

e Byla vypracovana literarni reSerSe zahrnujici klasifikaci rostlinnych AMADH
v ramci nadrodiny rostlinnych ALDH, stavbu, substratovou specificitu, vyznamu
rostlinnych rostlinnych AMADH a metabolismus nejdllezitéjSich latek
odbouravanych AMADH (APAL, ABAL, BAL)

o V experimentalni &asti byly v expresnich bunkach E. coli T7 vyprodukovany a
poté vypurifikovany tfi kukuficné AMADH — ZmAMADHla, ZmAMADH1b a
ZMmAMADH?2.

o Vypurifikované enzymy byly poté charakterizovany — bylo zméfeno pH
optimum, teplotni stabilita substratova specificita a byly stanoveny jejich
kinetické parametry se dvéma substraty — APAL a BAL. Nejvétsi afinitu k BAL
vykazala ZmAMADH1a.

e Bylo potvrzeno, ze zaména isoleucinu na pozici 444 (144 - dle PsAMADH
Cislovani) v aminokyselinové sekvenci aktivniho mista za cystein vede ke
zvyseni afinity ZmAMADH1a k BAL.
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