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Cilem této diplomové prace bylo provést purifikaci
a charakterizaci aminoaldehyddehydrogenasy z kukufice seté
(ZmAMADH). V ramci teoretické ¢asti byla provedena reserse
zabyvajici se metabolismem polyaminl a ®-aminoaldehydil se
zaméfenim na rostlinné AMADH. Tyto NAD-dependentni
enzymy pusobi v metabolismu biogennich amint. Nasledné byl
popsén jejich vztah k rostlinnym betainaldehyddehydrogenasam
(BADH).

Dvé izoformy ZmAMADH byly ziskdny jako
rekombinantni proteiny heterologni expresi dvou AMADH gent
v bunikdch E. coli a nésledné byly vypurifikovany afinitni
chromatografii na koloné s imobilizovanymi kobaltnatymi ionty.
MALDI-TOF  peptidové  mapovani  potvrdilo identitu
rekombinantnich proteini. Kukufiécné AMADH se v nativni
stavu vyskytuji jako homodimery s molekulovou hmotnosti
111,5 kDa (ZmAMADHI) a 107,3 kDa (ZmAMADH2).
ZmAMADH1 vykazovala teplotni stabilitu do 54.2 °C
aZmAMADH?2 do 33.5 °C. Optimalni pH reakce se pro oba
enzymy pohybovalo vrozmezi 9.4-9.7. Kukuiicné AMADH
vykazovaly Sirokou substratovou specifi¢nost. K nejlépe
pfeménovanym substratim patfily u ZmAMADHI pfirozené se
vyskytujici  3-aminopropionaldehyd (APAL), trimetyl-4-
aminobutyraldehyd (TMABAL) a 4-aminobutyraldehyd
(ABAL). Podobn¢ tomu bylo iu ZmAMADH?2, pii 100 %
aktivité¢ substritu APAL, byl ABAL oxidovdn se zhruba
polovicni relativni rychlosti. Ani jedna z izoforem neoxidovala
betainaldehyd. Pfirozené substrity byly charakterizovany
kinetickymi parametry K, aV ...
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aminoaldehyddehydrogenasa, betainaldehyddehydrogenasa, Zea
mays
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1 CILE PRACE

e Teoreticka ¢ast:
Provést literdrni reSersi zamétfenou na:
= metabolismus polyaminii a -aminoaldehydii, se zaméfenim na
rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy a jejich vztah k rostlinnym
betainaldehyddehydrogenasam
¢ Experimentalni ¢ast:
=  Produkce rekombinantnich aminoaldehyddehydrogenas (ZmAMADH)
z transgenni kultury E.coli a purifikace ZmAMADH1 a ZmAMADH?2

afinitni chromatografif

= Identifikace rekombinantnich ZmAMADH pomoci metod hmotnostn{

spektrometrie
= Testovani substratové specifi¢nosti obou enzymu
= Stanoveni molekulové hmotnosti kukufiécnych AMADH

=  Urceni teplotni stability a pH optima obou izoenzymi



2 UVOD

Aldehydy vznikajici oxidaéni deaminaci biogennich aminli se v bufice stejné jako
samotné polyaminy ucastni dualezitych fyziologickych pochodl. Nadmérnd akumulace téchto
sloucenin je ovSem pro buriku velmi Skodlivd, proto musi byt jejich vnitrobunéénd hladina
regulovdna. Aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH) je oligomerni, tj. tetra- ¢i dimerni
NAD-dependentni enzym pusobici v metabolismu biogennich aminti. Katalyzuje reakci, pfi
které jsou w-aldehydy pfeménoviany na odpovidajici m-aminokyseliny. Soucasn¢€ preméiiuje
aldehydy vzniklé v metabolismu lysinu a také v metabolismu argininu.

Od pocatku sedmdesétych let 20. stoleti byly AMADH izolovany z rozli¢énych kultur
mikroorganismli a tkdni Zivocichl. Rostlinnd AMADH byla poprvé izolovdna, pieciSténa
a nasledné charakterizovdna v laboratofi na Katedie biochemie UP v roce 2000. Enzym byl
vyizolovan z etiolovanych semendckt hrachu setého. Analyzou aminokyselinové sekvence
tohoto enzymu byla potvrzena jeho blizkost srostlinnymi betainaldehyddehydrogenasami
(BADH). BADH se podili na biosyntéze kompatibilnich osmolytli, cozZ jsou latky ucastnici se
adaptace organismu na nepiiznivé podminky v prostfedi (sucho, salinita....). AMADH i BADH
jsou cleny velké proteinové rodiny aldehyddehydrogenas (ALDH). V soucasné dobé jsou
AMADH ziskdvany jako rekombinantni proteiny heterologni expresi genu v bunkach E.coli,
¢imz je produkovdno relativné velké mnozZstvi vysoce aktivntho enzymu umozZiujici
strukturné-funkénich studie predevsim hrachové AMADH a jejich mutantd.

Cilem diplomové price je purifikace a charakterizace aminoaldehyddehydrogenasy
z kukuftice seté (Zea mays). Tato prace voln€ navazuje na diive publikované studie zabyvajici se
charakterizaci AMADH z jinych rostlinnych zdroji, na které se Katedra biochemie jiz fadu let

zamétuje.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Polyaminy

Polyaminy patii mezi slouceniny obsahujici alifatické skupiny dusiku. Vyznacuji se
nizkou molekulovou hmotnosti a jsou pfitomné ve vSech Zivych organismech, tedy u Zivocichli
i u rostlin kromé Archaebakterii (Bouchereau et al., 1999). Uastni se regulace Sirokého spektra
bunécnych procest, mezi které patii napf. bunécny rist a proliferace, diferenciace tkani,
replikace DNA, transformace buné¢nych kultur a déleni bunék. Polyaminy hraji dileZitou roli
pfi indukci apoptdzy (programované bunécné smrti). Jejich funkce je ale dvouznacénd, protoze
zaroven diky svému stimulaénimu udc€inku na déleni buiiky maji vyznamnou ochrannou roli.
Bylo prokazano, Ze polyaminy se podileji na procesech chranicich rostliny pted stresem.

Vétsinou se polyaminy v pfirodé vyskytuji ve volné formé, diky svému pozitivnimu
naboji (za fyziologického pH) jsou schopny asociace s polyanionty napt. s DNA a RNA, ¢imz
stimuluji jejich biosyntézu a sbalovdni. Mohou byt rozpustné, ale i nerozpustné ve vode¢.
Nerozpustné jsou kovalentné navdzany na zaporné€ nabité fosfolipidové slozky na membranéch,
¢imz dochdzi ke zméné stability téchto membran. Ve své volné formé funguji jako faktory
zamezujici starnuti. Polyaminy se mohou vyskytovat ve formé& konjugitd. Ty vytvaii
s molekulami s niz$i molekulovou hmotnosti napf. s fenolovymi kyselinami (Martin-Tanguy,
1997).

Mezi nejvyznamnéjs$i polyaminy se fadi tetraamin spermin [N,N’-bis-(3-aminopropyl)-
1,4-butandiamin, SPM], triamin spermidin [N-(3-aminopropyl)-1,4-butandiamin, SPD] a jejich
spole¢ny prekurzor diamin putrescin [1,4-butandiamin, PUT] (tabulkal).

Tab. 1. Strukturni vzorce biogennich di- a polyaminu (upraveno podle Macholan, 2002).

Struktura Nazev Prekurzor
NN putrescin L-ornithin
HaN
NH
HN /\/\/ o . o
agmatin L-arginin
HoN NH,
N e NH, spermidin L-ornithin + methionin
NH,
NH " NH, . . o
spermin L-ornithin + 2x methionin
NH__~__NH,

-10 -



Kromeg jiz zminénych polyaminil se miZeme setkat i s méné€ Castymi polyaminy, které se
vyskytuji v bakteriich, fasdch, houbéch i u Zivocichd. Piikladem méné Castého polyaminu je
kaldopeptamin, ktery se vyskytuje v extrémné termofilnich bakteriich Thermus thermophilus,

ale i v nekterych rostlindch celedi bobovité (Fabaceae) (Bagni & Tassoni, 2001).

3.1.2 Biosyntéza polyaminu

Biosyntéza polyamini vychdzi z dekarboxylace bazickych aminokyselin (hlavni c¢ast
uhlikového skeletu poskytuji lysin, arginin a ornithin). Prvnim krokem biosyntézy polyamint ve
vyssich rostlindch a bakteriich je biosyntéza putrescinu (Bagni & Tassoni, 2001). Putrescin
muZe vznikat pomoci dvou alternativnich biosyntetickych cest. Prvni mozZnost syntézy se odviji
piimo z ornithinu, reakci katalyzovanou ornithindekarboxylasou (ODC, EC 4.1.1.17). Druhd
cesta vede nepiimo z argininu za piitomnosti arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19) (obr.1)

(Bouchereau et al., 1999).

Ethylen Arginin
00y <G
1
11 Agmifin
L:\
ACC M-carbamoyl- .
pirescin 2 Pumscin
HyN(CH ) Ey
1
00
. ] 7
S-adenosylmethionin = dekarbomylovany S AM —————— 3
GBS
9 . . .
S-methylthioadengsin £
! (MTAY
Methionin W
Spermmin -k Spermidin

HyN{CHy)g NH(CHy )y NH{CH )sMEy  HyM{CH, ) NH{CHy) HH,

Obr.1. Schéma biosyntézy hlavnich rostlinnych polyamini (spermin, putrescin a spermidin). 1,
Arginindekarboxylasa (ADC); 2, Ornithindekarboxylasa (ODC); 3, Arginasa; 4, Agmatiniminohydrolasa;
5, N-karbamoylputrescinamidohydrolasa; 6, SAM dekarboxylasa; 7, Spermidinsynthasa; 8,
sperminsynthasa; 9, SAM synthasa; 10, ACC synthasa; 11, ACC oxidasa. PA inhitory: DFMA,
difluoromethylarginin; DFMO, difluoromethylornithin, CHA, cyklohexylamin; MGBG, methyl-
(glyoxal)-bis-guanylhydrazon (Bouchereau et. al, 1999).

V tomto piipadé vznikd meziprodukt agmatin, ktery je pomoci agmatiniminohydrolasy
(AIH, EC 3.5.3.12) transformovan na N-karbamoylputrescin. Tento druhy meziprodukt je pak
za Ucasti N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (NCPAH, EC 3.5.1.53) pfeménén na putrescin.

U Zivocichd a hub vznika putrescin pouze jedinou cestou a to dekarboxylaci ornithinu (Kusano

- 11 -



et al., 2007). Nasledn¢ vznikd z putrescinu piiddnim aminopropylovych skupin spermidin.
Reakce je katalyzovand pomoci spermidinsynthasy (EC 2.5.1.16). Aminopropylové skupiny
jsou preneseny z dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu. Spermin vznika dals$i kondenzaci
na primarni skupiné€ spermidinu ptisobenim sperminsynthasy (EC 2.5.1.22) (Bouchereau et al,

1999).

3.1.3 Katabolismus polyamini

Nepostradatelnost polyaminti pro cinnost bunék a naopak nebezpecnost jejich
nahromadéni mé za nésledek velmi pfesnou kontrolu jejich vnitrobunéénych hladin. Piislusna
koncentrace polyaminti je dosazena vyvaZenou regulaci jejich biosyntézy, degradace, transportu
a konjugace (Bagni & Tassoni, 2001).

Degradace polyamint probihd oxida¢ni deaminaci prostfednictvim aminooxidas (AO).
Tyto enzymy jsou zastoupené u bakterii, hub, vyssich rostlin i u Zivocichi (Federico &
Angelini, 1991). Vyskyt AO v rostlinném extraktu byl poprvé zaznamenan v roce 1948 (Werle
& Raub, 1948; Werle E. & Zabel, 1948)

AO se tucastni premény biogennich aminli na odpovidajici aldehydy (Bilkova et. al,

2004). Pri této reakci se uvoliiuje amoniak a peroxid vodiku:

RCH,NH, + 0, + H,0 — RCHO + NH,, + H,0,

Aminoxidasy pochazejici zrlGznych zdroji se liS§i predev§im svou substratovou
specifi¢nosti. Také mechanismus degradace substritu je u jednotlivych AO odliSny (obr.2).
Proto se AO mohou klasifikovat na zdkladé¢ nékolika kriterii. Z hlediska substratové
specificnosti  se rozde€luji na monoaminoxidasy (MAO), diaminoxidasy (DAO)
a polyaminoxidasy (PAO), tedy oxidujici mono-, di- nebo polyaminy ((Federico & Angelini,
1991; Smith, 1985; Cohen, 1998). Substratova specificnost vsech dosud studovanych enzymii je
vSak Sirokd, proto neni toto rozdéleni idedlni.

Druhé mozné déleni je zalozené na charakteru prostetické skupiny. Zndme tedy AO
obsahujici méd’ (CAO, EC 1.4.3.6) a AO obsahujici flavin-adenin-dinukleotid (FAD) (PAO,
EC 1.5.3.11) (Federico & Angelini, 1991). PAO mohou d¢lit podle toho, zda je produktem

jejich reakce 3-aminopropanal nebo propan-1,3-diamin (Morgan, 1985).

-12 -
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Obr. 2. Oxidaéni deaminace polyamini z riznych zdroji. DAO diaminoxidasa ze semendckt ¢ocky,
BSAO aminoxidasa z hovéziho séra, TPAO tkdfiovd polyaminoxidasa z krysich jater, MPAO kukufi¢nd
polyaminoxidasa, FPAO polyaminoxidasa z hub (Aspergillus terreus, Penicillium chrysogeneum)
(Federico & Angelini, 1991).

3.1.3.1 Aminoxidasy obsahujici méd’

Aminoxidasy obsahujici méd (CAO) se podle svych typickych substrati (diamint)
nazyvaji diaminoxidasy. DAO katalyzuji oxidaci primarni aminoskupiny diamin?, putrescinu
a kadaverinu, kdy jako hlavni produkty reakce vznikaji 4-aminobutyraldehyd (ABAL)
a 5-aminovaleraldehyd (AVAL). Triamin spermidin je pfeménovéan na
4-(3-aminopropyl)aminobutyraldehyd (APBAL). Vedlejsimi produkty téchto reakci jsou
amoniak a peroxid vodiku (Morgan, 1985). Vznikly peroxid vodiku se ndsledné v rostlinach
podili na maturaci a lignifikaci bunécné stény, déle pak na hojeni ran. V neposledni fadé se
ucastni zpeviiovani bunécné stény, kterd slouzi jako obrana pii napadeni patogeny. Aldehydy,
které vznikaji béhem reakce, podléhaji spontdnné cyklizaci na 1-pyrrolin, 1-piperidein

a 1-(3-aminopropyl)-pyrrolinium (Smith et al., 1986) (obr.3).

- 13-
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Obr. 3. Oxidaéni deaminace diamini a polyaminu katalyzovand CAO. Aminoaldehydy vzniklé
z putrescinu, kadaverinu a spermidinu podléhajf spontdnné cyklizaci (Medda et al., 1995).

CAO byly identifikovany v kulturdch bakterii, v kvasinkach, houbach, také u Zivocichu
a rostlin. CAO jsou nejcasteji v nativnim stavu sloZeny ze dvou stejnych podjednotek (Mclntire
& Hartmann, 1992). Molekulovd hmotnost homodimerti se pohybuje v rozmezi 150-200 kDa.
Vkazdé z podjednotek se vyskytuje atom médi ve formé iontu Cu®* a topachinon
(2,4,5-trihydroxyfenylalanin chinon, TPQ) jako redoxni faktor (Frébort & Adachi, 1995).
Vzdalenost mezi Cu** a kysliky topachinonu v aktivnim misté umoZiiuje pifmy pienos elektronu
mezi obéma prostetickymi skupinami (Malmstrom et al., 1975). Méd’ je mozno z aktivniho
mista CAO teoreticky snadno odstranit. Lze to provést za neredukujicich podminek reakci
s diethyldithiokarbamdtem, po redukci dithioni¢itanem na Cu* potom pomoci kyanidu (Suzuki
et al., 1984). Katalytickou aktivitu Ize op&t obnovit piidavkem volnych Cu** iontii k apoenzymu
(Hill & Mann, 1964).

V krystalickém stavu bylo jiZ pfipraveno nekolik CAO. Jde o enzymy z hovezi a vepfové
krevni plazmy (Yamada & Yasunobu, 1962, Buffoni et al., 1977), veptovych ledvin (Yamada et
al., 1967), semenackd hrachu (Vignevich et al., 1993), kvasinky Hansenula polymorpha

- 14 -



(Lietal, 1998) a bakterii Escherichia coli (Roh et al., 1994) a Arthrobacter globiformis
(Freeman et al., 1996). Prvni CAO, u které byla vyfeSena trojrozmérnd krystalova struktura,
pochdzi z E.coli (Parsons et al., 1995). Trojrozmérnd struktura eukaryotické AO z hrachu
(PSAO) byla objasnéna roce 1996 (Kumar et al., 1996). Molekula PSAO je dimer sloZeny ze
dvou krystalografickych na sobé nezdvislych, ale chemicky identickych podjednotek. Atom
meédi je koordinovan imidazolovymi skupinami ti{ histidinovych residui a dvéma molekulami
vody. Do koordinace neni zapojen TQF (Kumar et al., 1996).

CAO umoziuji prokaryotickym organismim vyuZivat alkyl- ¢i arylamid jako jediny
zdroj uhliku a dusiku. Obecnd funkce téchto enzymi u vysSich organismid nebyla dosud
objasnéna (Mclntire, 1992). Rostlinné AO se podili na biosyntéze né€kolika skupin alkaloidi.
Dosud nejasny je také jejich vztah k lignifikaci bunééné stény (Slocum & Furey, 1991). CAO
jsou klasifikovany do ctyf skupin na zdkladé substratové specificnosti a pivodu. (Frébort &
Adachi, 1995). Jsou to:

1. Savéi plazmové aminoxidasy, které vykazuji vysokou schopnost oxidovat polyaminy
(spermin, spermidin) a monoaminy (benzylamin). Nejlépe prostudovanymi enzymy této skupiny
jsou enzymy z hovézi a vepfové krevni plazmy a séra. Byla rovnéZ provedena izolace enzymi
z krevni plazmy ov¢i, kréali¢i a koniské.

2. Savéi diaminoxidasy, které se vyskytuji v ledvinach a placenté a piednostné oxiduji
diaminy (putrescin a kadaverin) a histamin. Ze sav¢ich diaminoxidas jsou nejlépe
charakterizované enzymy z lidskych a vepfovych ledvin, lidské placenty a tlustého stifeva krysy.

3. Mikrobialni aminooxidasy, které nejlépe pieménuji arylalkylaminy, napt.
benzylamin, fenethylamin, tyramin a histamin. Do této skupiny se fadi enzymy z plisné
Aspergilus niger, kvasinek Hansenula polymorpha a Pichia pastorka atd. (Frébort & Adachi,
1995).

4. Rostlinné diaminoxidasy disponujici vysokou afinitou k putrescinu a kadaverinu,
oxiduji vSak i spermidin. Tvoii pocetné nejrozsdhlejsi skupinu aminoxidas. Tyto enzymy byly
izolovdny piedevsim z Celedi bobovité (Fabaceae), dile pak z Celedi lipnicovité (Poaceae).
Vychozim materidlem pro izolaci rostlinnych DAO jsou piedev§Sim ve tmé péestované
semendcky hrachu setého. Nejlépe prozkoumany jsou pfitom CAO z ¢ocky kuchyiiské, latexu

prysce a praveé semenackl hrachu (Medda et al., 1995; Mclntire & Hartmann, 1992).

3.1.3.2 Aminoxidasy obsahujici FAD

Aminoxidasy obsahujici FAD se Casto nazyvaji polyaminoxidasy. PAO katalyzuji reakci
na sekundédrnich aminoskupinich polyamina (SPD, SPM). PAO byly vyizolovany z rozli¢nych
zdrojti. Byly nalezeny u zZivoc€ichd, rostlin, hub i mikroorganismi. Rostlinné PAO se vyskytuji

nejcastéji u zastupcu Celedi lipnicovité (Gramineae, Poaceae). Tento enzym byl nalezen napf.
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v ovsu (Avena sativa) (Federico et al., 1989), kukufici (Zea mays) (Suzuki & Yanagisawa,
1980), vjeémeni (Hordeum vulgare) (Radova et al., 2001), v pSenici (Tritium aestivum)
(Nadeau et al, 1987) a vzitu (Secale cereale) (Federico & Angelini, 1991). Byla také
provedena charakteristika PAO z vodniho hyacintu (Eichhornia crassipes) (Yanagisawa et al.,
1987) a lilie (Lilium longiflorum) (Yanagisawa et al.,1996). U dvoud€loznych rostlin byla
detekovana PAO aktivita u vojtésky (Medicago sativa) (Bagga et al., 1991).

Rostlinné a Zivocisné PAO se ve svém ucinku lisi. Savéi PAO preméniuji spermidin na
putrescin a 3-aminopropionaldehyd (APAL). Nésledné je spermin preméfiovdn na spermidin
a APAL. Jako vedlejsi produkt této reakce se uvoliiuje peroxid vodiku. Rostlinné a bakteridlni

PAO katalyzuji pfeménu spermidinu a sperminu na ABAL a APBAL (obr. 4)

Spermidin M
—m=  HMN{CH,),CHO + H,M(CH.),NH, + H,O
HNCHNHCH)NH, + O, + H,0 HMNCH;) H,N(CH,) NH L0

1 t —=  H,N(CH,),CHO + H,N(CH,,NH, + H.O,
[+]
M P ﬁ -H;©
N,

O

. M
Spermin —  HN(CH,),CHO + HyN(CH,),NH(CH,),NH, + H,0,
HMN(CH ) NHICH,)NHCH,),NH, + O, + H0
—®=  H.N[CH.);NH{CHZ):CHO + HN{CH,),NH, + H,O,
P .
M P N .0

Obr. 4. Schéma reakci katalyzovanych savéimi (M) a rostlinnymi (P) PAO (Binda et al., 1999).

Aldehydy produkované touto reakci ndsledné spontdnné cyklizuji na 1-pyrrolin
a 1-(3-aminopropyl)pyrrolinium, dile pak az na 1,5-diazobicyklo[4.3.0]nonan. Vedlejsimi
produkty reakce jsou 1,3-propandiamin (DAP) a peroxid vodiku (Smith et al, 1985). DAP
muZe byt preveden na B-alanin, zatimco pyrrolin miZe byt ddle pfeveden na y-aminomaselnou
kyselinu (GABA). Tato reakce probihd za katalyzy pyrrolindehydrogenasy (PYRR-DH).
Kyselina y-aminomdselnd je postupné transaminovdna a oxidovdna na Kyselinu jantarovou,

kter4 je posléze zaclenéna do Krebsova cyklu (Aribaud & Martin-Tanguy, 1994).
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Reakci katalyzovanou rostlinnou PAO lze obecné rozdélit na dvé faze. V prvni, redukend,
probihd soucasné redukce flavinu a oxidace polyaminu. Ve druhé Casti je redukovany flavin
reoxidovan molekularnim kyslikem, pfi tomto déji je uvoliiovan peroxid vodiku (Seiler, 1995;
Binda et al., 1999). Meziproduktem oxidace polyamind je iminosloucenina (azomethin), ktera je
hydrolyzovédna na findlni produkt. VSechny rostlinné PAO jsou monomerni enzymy, nékteré
jsou glykoproteiny (Sebela et al, 2001a). Krystalova struktura PAO byla vyieSena pouze

Mew.o 2

u kukufice. Kukufi¢nd PAO je monomerni enzym sklddajici se ze dvou domén.

3.2 Aminoaldehyddehydrogenasy

Aminoaldehydy, které vznikaji oxida¢nimi deaminacemi biogennich amind, jsou déle
metabolizovany uc¢inkem aminoaldehyddehydrogenas (AMADH, EC 1.2.1.1). AMADH jsou
NAD-dependentni enzymy katalyzujici pfeménu w-aminoaldehydi na  piislusné

w-aminokyseliny. Pfi této reakci dochdzi k redukci NAD' na NADH podle ndsledujici reakce:

NH,(CH,),COH + NAD* + H,0 — NH,(CH,),COOH + NADH + H*

Aminoaldehyddehydrogenasy piislusi k velké rodin¢ aldehyddehydrogenas 9 a 10
(ALDH9, ALDH 10), které patii do ALDH nadrodiny (Perozich et al., 2000; Kirch et al., 2004).
Tyto rodiny spojuji tii nesouvisejici metabolické cesty. Jednd se o metabolismus polyamind,
cholinu a lysinu. V enzymovém katalogu jsou AMADH rozdéleny na:

¢ 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19)
e 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54)

Mezi ¢leny ALDH9 a ALDH 10 rodin fadime také:
¢ Dbetainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)
¢ 4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47)

3.2.1 Purifikace, kinetické a molekularni vlastnosti AMADH

AMADH byly vypurifikovany z fady kultur mikroorganismu, rostlin i Zivo¢isnych tkani.
V roce 1959 byla ¢aste¢né vyizolovana ABALDH z bakterie Pseudomonas fluorescens (Jakoby
& Fredericks, 1959), déle z bakterie Pseudomonas putida (Yorifuji et al., 1986) a také
z Escherichia coli (Prieto et al., 1987). Béhem 80. a 90. let byly purifikovany ALDH ze sav¢ich
orgamismtl, napt. ABAL dehydrogenasy z krysiho (Abe et al., 1990) a z hovéziho mozku (Lee
& Cho, 1992).
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U rostlin byla nalezena aminoaldehyddehydrogenasovd aktivita v polovingé 80. let
pfedevsim v lusténindch a travindch (Flores & Filner, 1985). Enzymy ovSem nebyly izolovany
v homogennim stavu ani charakterizovdny (Trossat et al., 1997). Byla taktéZ provedena
¢astecnd purifikace GBALDH z bobu (Vicia faba) (Matsuda & Suzuki, 1984). Molekulova
hmotnost tohoto enzymu ¢inila 83 kDa. Optimdlni pH reakce bylo 9.5 a teplotni optimum
GBALDH bylo pii 45 °C. Uéinek tohoto enzymu oxidujictho tispé§né pouze substrity GBAL
(4-guanidinobutyraldehyd) a ABAL byl inhibovan pfidavkem p-chloromerkuribenzoatu,
N-ethylmaleimidu a zinkonu (2-karboxy-2’-hydroxy-5-sulfoformazylbenzen). Nasledné byla
charakterizovana APAL dehydrogenasa z prosa (Setaria italica) (Awal, 1995). Jeji pH optimum
mélo hodnotu 9.3 anejvétsi stabilitu vykazovala pfi pH 5.4-6.0. Molekulova hmotnost byla
70 kDa a nejvhodn&jsim substratem byl uréen APAL (100 %) pii vyuziti NAD" jako koenzymu.
Pokud bylo NAD" zamé&néno za NADP" doslo k poklesu relativni rychlosti na 15 %. Substrét
ABAL byl pfeménovan zhruba s poloviéni relativni rychlosti. APAL-dehydrogenasa byla
inhibovdna dcinkem p-chloromerkuribenzoétu a N-ethylmaleimidu (Awal et al., 1995). O dva
roky pozdéji byla provedena ¢astecnd purifikace AMADH z hrachu (Awal, 1997). Enzym byl
vyizolovan z 5-ti dennich semendcki hrachu péstovanych za tmy pii 25 °C. Béhem purifikace
byla pouZita frakcionace pomoci siranu amonného. Separace byla provedena kolonovou
chromatografii na DEAE-celulose, hydroxyapatitu a Sephacrylu S-200. Molekulovd hmotnost
byla urcena jako 82 kDa. Nejvyssi stability dosahoval enzym pii pH 6.0. Optimalni pH reakce
preménujici APAL a 1,5-diazobycyklo[4.3.0]nonan (1,5-DBN) bylo 9.0. Z hlediska substratové
specifinosti se jako nejicinngjsi substrat jevil APAL (100 %). V pifpadé zémény NAD" za
NADP" byl APAL pfeméfiovén s relativni rychlosti 12 %. Velmi dobrymi substréity byly.také
ABAL (57 %) a indol-3-acetaldehyd (54 %). Relativni rychlosti  reakci
s S-aminovaleraldehydem, 1,5-DBN a glutaraldehydem byly 33 %, 21 % a 27 %. V ptipad¢
substrati propionaldehydu (C3) a acetaldehydu (C2) nebyla zaznamenana zZadna aktivita (Awal,
1997).

Prvni purifikace, pti které byla rostlinndi AMADH z hrachu (PsAMADHI1) ziskana
v homogennim stavu, byla provedena vroce 2000 na Katedfe biochemie UP (Sebela et al.,
2000). Enzym byl vyizolovan z etiolovanych semenackd hrachu péstovanych ve tmé po dobu
1-10 dnt. Nejdiive byla provedena frakcionace 65 % siranem amonnym, dile nésledovaly
3 kroky nizkotlaké chromatografie na kolondch: Octyl Sepharose 4, Sephadex G-25
a DEAE-celulosa SH-23. Ciste¢né purifikovany enzym byl poté nanesen na iontoménicovou
kolonu Mono Q HR 5/5 a nakonec pieiitén afinitni chromatografii na 5 AMP Sepharose 4B.
Aktivita AMADH byla detekovdna u hrachovych semackt jiz 3 dny starych. Nésledné
dochézelo ke kontinudlnimu ndrtistu aktivity po dobu dalsich ¢tyi dnt az do 7. dne. Poté nastal
vyrazny pokles aktivity tohoto enzymu. Celd izolace byla znesnadnéna diky zna¢né nestabilite

AMADH. Aktivita hrubé piecisténych enzymovych preparatl se sniZovala jejich zamraZenim
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a dialyzou. Césteéné purifikovany enzym mohl byt skladovan jen jako zamraZeny siranovy
precipitat po dobu 1 tydne. Cistda PSAMADH1 mohla byt skladovéna zamraZena pii -55 °C jako
koncentrovany roztok v 20 mM Bis-Tris/HCI pufru (5 mM 2-merkaptoethanol, 1 mM EDTA,
5 % glycerol). Pomoci SDS-PAGE byla stanovena molekulovd hmotnost tohoto enzymu na
57 kDa. V nativnim stavu mél enzym M, = 230 kDa. PSAMADHI1 patii mezi kyselé proteiny
s hodnotou izoelektrického bodu (pI) 5.4. Optimdlni pH enzymu bylo 8.5. Teplotni optimum pro
enzym bylo pii 45 °C, nad 50 °C aktivita v§znamné poklesla (Sebela ef al., 2000).

PsAMADHI1 vykazovala Sirokou substratovou specificnost. Obecné byla aktivng&j$i pii
preméné substrati C3 a C4 aminoaldehydid (APAL a ABAL) neZ pii oxidaci jejich methyl- ¢i
guanidino- derivatd. NejlepSim substritem byl APAL. Hydroxylové derivaty byly
pfeméinovany s mensi relativni rychlosti neZ ptirozené aminoaldehydy, ale rychleji nez C2-C8
n-alkylaldehydy, které byly velmi Spatnymi substraty. V této skupiné patfily mezi nejlepsi
substraty butyraldehyd (C4), valeraldehyd (C5) a kapronaldehyd (C6), jejichz oxidace diky
absenci atomu dusiku v molekule aldehydu probihala rychlosti pouze okolo 3 % v porovnéni se
substraitem APAL. 3- a 4-Pyridinkarbaldehydy (3-, 4-PCAL) byly piekvapivé oxidovany
s obdobnou rychlosti jako zminované n-alkylderivaty. Zajimavé bylo, Zze C2 aminoaldehyd
(betainaldehyd, BAL) byl také Spatné oxidovan (Tylichovd et al., 2010). V roce 2003 byla
popsdna primdrni struktura rostlinné aminoaldehyddehydrogenasy, konkrétn¢é PsAMADH
(Brauner et al., 2003). Klonovanim cDNA hrachové AMADH byly izoloviny dvé kompletni
sekvence, které byly vzdjemné vysoce homologni (81 % identita, 92 % vzijemnd podobnost).
Diky tomu byla potvrzena existence dvou izoforem enzymu nazvanych PsAMADHI1
a PSAMADH2. Ackoliv obé hrachové AMADH jen stéZi pieméiiovaly BAL, jejich
aminokyselinové  sekvence  vykazovaly podobnost se  sekvencemi  rostlinnych
betainaldehyddehydrogenas (BADH, EC 1.2.1.8). Podobnost se pohybovala v rozmezi 70-80 %.
Obecné 1ze shrnout, Ze se rostlinné enzymy daji rozdélit do dvou skupin podle piislusnosti

k jednodéloznym ¢i dvoudéloznym rostlindm (obr. 5) (Tylichov4, 2009).
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Obr. 5 Fylogeneticka analyza rostlinnych AMADH a BADH. Fylogeneticky strom byl sestaven
pomoci programtt CLUSTAL W a TreeView (Tylichova, 2009).

Oba izoenzymy byly posléze pfipraveny jako rekombinantni proteiny diky expresi
v transformovanych buiikidch E.coli, ¢imZz byly umozZnény dal§i studie zamétfené na
strukturné-funkéni vlastnosti obou enzymui. Ty byly zkrystalizovany a poté analyzovény
rentgenovou difrakci. Asymetrickd jednotka krystalu PSAMADHI1 obsahovala 6 velmi
podobnych dimert, zatimco asymetricka jednotka PSAMADH?2 obsahovala pouze jeden dimer.
Z tohoto zjisténi vyplyvd, zZe aktivni forma vroztoku je dimer. Krystal PsSAMADHI je
charakterizovan jednoklonnou krystalovou soustavou P2, sparametry elementarni
buiiky a = 86.4 A, b=216.9A, ¢ = 205.8 A, a = 90°, B = 98.02°, y = 90°. Parametry krystalové
soustavy P2,2,2, krystalu PSAMADH?2 jsou a = 66.3 A, b =86.9 A, ¢ = 179.3 A, a = 90°, p =
90°, y = 90° (Tylichova et al.,2008; Tylichova et al., 2010) (obr. 6).

V roce 2002 byla provedena purifikace a charakterizace AMADH z ovsa setého (Avena
sativa) (Livingstone et al., 2002). Aktivita aminoaldehyddehydrogenasy byla zaznamenana
v extraktu z etiolovanych semenackl ovsa péstovanych po dobu 3-9 dni. Aktivita tohoto
enzymu rostla do 7. dne, poté doslo k jejimu poklesu. Pti purifikaci enzymu byl opét pouZit

siran amonny na frakcionaci. K separaci byla pouzita kolonovd chromatografie na
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DEAE-Sephacel, hydroxyapatitu, 5-AMP Sepharose 4B, Mono a TSK-GEL. Enzym byl
nejvice stabilni pii pH 6.5. Pfidavek glycerolu, 2-merkaptoethanolu a NAD" zvysil stabilitu
tohoto enzymu. Molekulovd hmotnost enzymu byla ur¢ena pomoci SDS-PAGE a TSK-GEL
kolonové chromatografie jako 55 kDa. Bylo zjisténo, Ze AMADH se v nativni formé vyskytuje
jako monomer. Teplotni a pH optimum bylo 40 °C, respektive 8.6. Hodnota pl byla stanovena
na 53. NejlepSim substritem pro tento enzym byl APAL, substrity ABAL
a 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL) patfily mezi velmi dobré, jejich relativni rychlost byla 51 %
a 52 %. Oproti tomu alifatické uhlovodiky jako napt. propionaldehyd a acetaldehyd nebyly
vibec oxidovany (Livingstone et al., 2002). Molekularni a kinetické vlastnosti vybranych

AMADH jsou shrnuty v tabulce 2.

Obr. 6. Trojrozmérna struktura AMADH z hrachu. (a) PsSMADHI1 dimer. Katalytickd doména,
koenzym vézajici doména a oligomerizacni doména jsou vyznaceny svétle Sedou, ¢ernou a modrou
barvou. Dile jsou zobrazeny NAD"' koenzym a kation (zelené zbarveny). (b) PSAMADH2 dimer.
Katalytickd doména, koenzym vdzajici doména a oligomerizaéni doména jsou vyznaeny béZovou,
hnédou a fialovou barvou. Peroxisomalni signdlni sekvence (S/A)KL na C-konci je oznacena Cervené
(Tylichova et al., 2010)
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Tab. 2. Kinetické a molekularni vlastnosti vybranych AMADH. Uvedené AMADH pochazeji
z nasledujicich zdroju: Pseudomonas putida (Yorifuji et al., 1986), Escherichia coli (Prieto et al., 1987),
bob obecny - Vicia faba (Matsuda & Suzuki, 1984), proso - Setaria italica (Awal et al., 1995), hrach sety
- Pisum sativum (gebela et al., 2000; Awal et al., 1997), bob obecny - Vicia faba (Matsuda & Suzuki,
1984), oves sety - Avena sativa (Livingstone et al., 2002), mozek krysy (Abe et al., 1990) a mozek kravy
(Lee & Cho, 1992).

- . Molekulova hmotnost HodnotyK,,(uM)
Zdrojovy orgaismus Enzym
nativni podjednotka APAL ABAL NAD*

Pseudomonas putida ~ ABALDH 240 57 - 260 50
Escherichia coli ABALDH 195 95 - 31 54
Vicia faba GBALDH 83 - - 25 84
Setaria italica APALDH 70 - 27 420 38
Pisium sativum AMADHI1 230 57 260 480 55
Avena sativa AMADH 55 55 1.5 2.2 11
Mozek krysy ABALDH 210 50 - 151 87
Mozek kravy ABALDH 230 58 - 154 53

3.2.2 Lokalizace AMADH

V prvnich studiich zaméfenych na lokalizaci hrachové a ovesné AMADH se
predpokladala jejich asociace s protoplastem (Flores & Filner, 1985). S vyuZitim anti-AMADH
polyklondlnich protilatek byla potvrzena nitrobunécnd lokalizace hrachové AMADH, enzym se
s nejvetsi pravdépodobnosti nachdzi v cytoplazmé (Luhova et al., nepublikované vysledky).
AMADH aktivita v pletivech hrachovych semenacki byla lokalizovana pouZitim tetrazoliovych
soli, jejichZ redukci vznika barevny precipitit formazan. Atom vodiku pfenaseny ze substritu na
koenzym (napf. NAD") pii reakci katalyzované AMADH, miZe byt za pfitomnosti fenazin
methosulfiatu (PMS) spontdnné pienesen na tetrazoliovou stl, naptiklad nitrotetrazoliovou modi
(Nitro Blue Tetrazolium, NBT) nebo thiazolylovou modi (Thiazolyl Blue, MTT) za vzniku
modrofialového formazanu, jehoZ intenzita byla nédsledné detekovana. V kofeni a hypokotylu
bylo nejintenzivnéj$i zbarveni zjiSténo v buitkdch pericyklu a endodermis. Slabsi zbarveni
(hlavné v koteni) bylo pozorovdno ve vaskuldrnim kambiu. V epikotylu a apexu byla hlavni
aktivita detekovdna v builkkdch vaskuldrniho kambia. Pozitivni zbarveni bylo objeveno
i v pericyklu a endodermis. Intenzita tohoto zbarveni byla oviem niZsi (Sebela et al., 2001b).
Predpokladd se vzdjemna korelace mezi lokalizaci AMADH v pletivech a fyziologickou funkci
tohoto enzymu. Aminoaldehydy vznikajici v procesu oxidacni deaminace polyaminl jsou
transportovany do kambia, pericyklu a endodermis, kde jsou ucinkem reakce katalyzované
AMADH metabolizovany na odpovidajici aminokyseliny (APAL na fB-alanin a ABAL na
y-aminomadselnou kyselinu). Tyto latky jsou pak transportovany floémem do nové vznikajicich
pletiv (Fischer et al., 1998). Co se subceluldrni lokalizace ty¢e, AMADH jsou pravdépodobné
lokalizovany v peroxisomech. Obsahuji totiz C-koncovy PST1 (peroxisomal targeting signal

type 1), nejcastéji SKL nebo AKL motiv (Tylichova et al., 2007).
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Aminoaldehyddehydrogenasy se ucastni procesl, pfi nichZ se rostlina pfizplsobuje na
ruzné stresové podminky. Byla sledovdna aktivita AMADH béhem procesu hojeni poranéni
semendcku vzniklého tdcinkem mechanického poskozeni. Bylo prokazano, Ze béhem hojeni
poskozenych semendcku vzrostla aktivita AMADH, CAO a peroxidas ve stonkovych
segmentech. Vyrazné zvySeni aktivity AMADH bylo detekovano jiz druhy den po poranéni.
V piipadé CAO doslo k nérGstu aktivity o den pozdéji, tedy tieti den. Peroxidasova aktivita
narlstala kontinudlné po celou dobu pozorovdni. Soucasné dosSlo také ke zvySeni obsahu
putrescinu, kadaverinu spermidinu a kyseliny y-aminomaselné. Pouziti histochemickych metod
umoznilo vizudlné sledovat ndrdst aktivity AMADH v pfi¢nych fezech poskozenych
semendcki. Aktivita AMADH v neporanénych semenédccich hrachu byla detekovdna jako
fialové zabarveni v burikach pericyklu, vaskularniho kambia a endodermis. Burky kortikalniho
parenchymu a epidermis, které se vyskytovaly na povrchu stonku a tudiz byly vystaveny
moznému mechanickému poskozeni, nebyly v tomto piipad€¢ zbarveny. AvSak aktivita enzymu
byla objevena u bunék kortikdlniho parenchymu a epidermis sousedicich s poSkozenym mistem.
Narist aktivity enzymu byl soucasné doprovdzeny intenzivni lignifikaci vtomto misté
(Pettivalsky et al., 2007).

Byla také studovédna tc¢ast AMADH v mechanismu obranné reakce vyvolané salinitnim
stresem. Poznatek, Ze v hrachu setém péstovaném prav€ za téchto podminek nebyla
zaznamendna betainaldehyddehydrogenasova aktivita podilejici se na tvorbé glycinbetainu
(kompatibilni slouceniny), vedl k dvaze, Z2 AMADH plni dlohu v obranné reakci rostlin
vystavenych tomuto druhu stresu. AMADH se muze zapojit do mechanismu obranné reakce
rostlin na salinitni stres ucasti na produkci B-alaninu, ktery miiZe byt nédsledné pfemeénén na
B-alaninbetain, dileZity bunéény osmoprotektant.

Nejnizsi hodnota AMADH aktivity byla zaznamenéna v prostfedi 10 mM NaCl (KCl).
Spole¢né se stoupajici koncentraci sodnych a draselnych iontG (20-80 mM) byl detekovan
vyrazny narist AMADH aktivity. Sodné ionty vykazovaly vétsi vliv na zménu enzymové
aktivity ve srovnéni s K" ionty (Luhovd et al., 2005).

V nésledné studii byl sledovan vliv rozdilného zastoupeni Na* a K* iontd a vliv piidavku
Ca®™ jontd k rGstovému mediu obsahujicimu zvySenou koncentraci soli. Nejvy$si nértst
produkce biomasy a s nim spojeny vyrazny pokles aminoaldehydehydrogenasové aktivity byl
detekovan u hrachu setého pé&stovaného v prostiedi Na* a K* iontd v poméru 1:2 p#i celkové
koncentraci soli 40 mM. Sou&asné byl prokdzan pozitivni vliv piidavku Ca™ iontd do media
obsahujictho 60 mM NaCl nebo KCI na produkci biomasy, ovSem za soucasného sniZeni

AMADH aktivity (Piterkova et al., 2006).
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3.2.3 Reaké¢éni mechanismus AMADH

Bakteridlni, rostlinné i Zivoc¢isné aminoaldehyddehydrogenasy obsahuji v aktivnim miste
podjednotky enzymu kalyticky cysteinovy zbytek (Brauner et al., 2003). Z tohoto divodu jsou
inaktivovany SH-&inidly, napf. N-ethylmaleimidem a 4-chloromerkuribenzodtem (Sebela er al.,
2000). Jako redoxni koenzym AMADH vyuZivaji NAD®. U nékterych AMADH véetné
hrachové, miZe byt koenzym NAD® nahrazen nikotinamid adenin dinukleotid fosfitem
(NADP"). OvSem nahrazeni neni rovnocenné. Napi. u hrachové AMADH dochdzi pii této
zaméné k vyraznému poklesu rychlosti pfemény substratu APAL ¢ ABAL (Sebela et al., 2000),
Diivodem je nejspiSe existence elektrostatické repulse (odpudiva sila) 2°fosfatové skupiny
NADP*. Tento jev byl pozorovan i u nékterych ALDH (Perozich et al., 2000). Katalyticky
mechanismus AMADH je zobrazen na obr. 7. Podobné¢ jako ALDH vyuZzivaji i AMADH
kovalentni meziprodukty ke konverzi aminoaldehydovych substrdti na aminokyseliny.
Aminoaldehyd (substrat) je nukleofiln€é atakovan katalytickym cysteinovym residuem. Vznika
tak kovalentn¢€ vdzany thiohemiacetal. Z tohoto meziproduktu je pifenesen atom vodiku na C4
atom nikotinamidového kruhu NAD®. Pfemisténi vodikového iontu ze substrdtu vyZzaduje
spotiebu energie. Energetickd ndrocnost je zplsobena bipoldrnim charakterem karbonylové
skupiny. V poslednim katalytickém kroku je molekula vody aktivovdna glutamatovym
residuem. Molekula vody umoZni nukleofilni atak (hydrolyzu) na thioesteru a tim dojde
k rozstépeni acyl-sirné vazby za uvolnéni pfislusné aminokyseliny. NADH je poté

oddisociovéano z vazebného mista koenzymu (Perez-Miller & Hurley, 2003).
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Obr. 7. Katalyticky mechanismus AMADH. Schéma aktivniho mista enzymu je zndzornéno
s katalytickym cysteinovym zbytkem, ktery véze substrat. Sipky zndzorfiuji navizané NAD/NADH.
Obecnou bézi piedstavuje karboxylovy zbytek. Reakce I: Nukleofilni atak substratu (v tomto piipadé
APAL) katalytickym cysteinovym zbytkem za vzniku thiohemicetalového meziproduktu. Reakce II:
Pfenos protonu z meziproduktu na NAD" za vzniku NADH a thioesteru. Reakce III: Hydrolyza
thioesteru, z aktivniho mista odpovidajici aminokyselina (v tomto pfipadé¢ B-alanin). Reakce IV:
Uvolnéni NADH a nésledné navazani jiného NAD" (Tylichova et al., 2007).

3.3 Betainy

Betainy se fadi mezi deriviaty aminokyselin, jejichZ aminoskupina je plné¢ methylovéna.
Jejich nédzev vznikl odvozenim od nejjednodussiho zdstupce této skupiny, kterym je
glycinbetain. Byl nalezen ve $tavé cukrové fepy, jejiZ latinsky nazev je Beta vulgaris. Vyskyt
betaini je zaznamenan piedev$im u rostlin, u nichZ plni funkci kompatibilnich osmolytd
(osmoprotektant). Tyto liatky jsou pro rostlinu nesmirné dilezité, protoze se podileji na
adaptaci rostlin na abioticky stres, tedy na nedostatek vody, nizké ¢i naopak vysoké teploty,

zasoleni piidy ¢i vody. Osmoticky aktivni latky jsou nizkomolekularni slouceniny, netoxické
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ipti vysSich koncentracich. Osmoprotektanty jsou dobfe rozpustné a pii fyziologickém pH
neutrdlni latky (Livingstone et al., 2003). Neinteraguji se zdkladnimi metabolickymi drahami.
Osmolyty vyrovnavaji tlak zplisobeny zvysenou koncentraci iontli mimo buriku a ve vakuole
nebo kompenzuji poruchy turgoru pifi nedostatku vody. Ve vysokém mnozstvi se akumuluji
pfedevsim v cytoplazmé. V nizsich koncentracich také mivaji schopnost stabilizovat kvartérni
strukturu bilkovin a membran, funguji tedy i jako osmoprotektivni molekuly. Betainy prolinu
a stereoisomernich hydroxyprolind z hliz Cistci a z bukvice 1ékaiské byvaji téZ fazeny mezi
alkaloidy. V zemédélstvi se vyuZivaji komerc¢ni extrakty z hnédych motskych fas, které zlepSuji
vynosy. Indukuji resistenci rostlin vi¢i mrazu a stresu, stimuluji pfijem anorganickych prvki
z pudy a sniZuji ztraty ovoce pii skladovani (Macholén, 2002).

Osmoticky aktivni latky mohou mit riiznou chemickou povahu. Ze sacharidli to miize byt
rafinosa, trehalosa, sacharosa, fruktany, cukerné alkoholy, jako je napt. galaktinol (Yokoi et al.,
2002). Déle to mohou byt alkoholy (pinitol, ononitol, glycerol, manitol), aminokyseliny (prolin,
asparagin) a v neposledni fadé¢ kvartérni amoniové baze, mezi které patii P-alaninbetain,
prolinbetain (stachydrin, kadabin) a jiZ zmifiovany glycinbetain (obr. 8). Prolinbetain byl mimo
jiné nalezen v Cervenych moiskych fasidch a v mekkysi Elysia chlororitica. Tyto organismy
vyuZivaji zmiflovany osmoprotektant k regulaci buné¢ného obsahu (Blunden ez al., 1983; Pierce
et al., 1984).

Glycinbetain (N,N,N-trimethylglycin, GB) se pfirozené vyskytuje u Zivocichl, hub,
kyanobakterii, fas a v mnoha rostlindch. Akumulace byla u rostlin potvrzena predevsim v celedi
Chenopodiaceae (merlikovité), Amaranthaceae (laskavcovité), Poaceae (lipnicovité)
a Malvaceae (slézovité) (Rhodes & Hanson, 1993). K nahromadéni glycinbetainu dochézi
piedevsim v listech, kvétech, semenech, kofenech, stoncich a délohdch. OvSem koncentrace
glycinbetainu v jednotlivych orgdnech se 1isi. Obsah glycinbetainu v listech je nejvyssi
v obdobi jejich rozvoje, naopak nejniz§i v pribéhu jejich zrdni a senescence. Obsah
glycinbetainu v kofenech je béhem celého Zivotniho cyklu rostliny nizky (Wang et al., 2004).
Tato kvartérni amoniova sloucenina je ve vétSin€ rostlin syntetizovdna dvou krokovou oxidaci
vychazejici z cholinu. V prvnim kroku katalyzuje ferredoxin-dependentni cholinmonoxygenasa
(CMO, EC 1.14.15.7) pteménu cholinu na betainaldehyd (BAL). Reakce probihd podle

nasledujiciho schématu:

cholin+ O, + red. ferredoxin + 2H " o, betainaldehyd + H ,O + ox. ferredoxin

Kofaktory CMO jsou Mg**a ferredoxin (2Fe-2S). Enzym byl izolovéan napf. z cukrové
fepy, Spendtu a amarantu. Inhibitory tohoto enzymu jsou glycinbetain derivity cholinu.

V nésledujici  reakci  je betainaldehyd ireverzibilné oxidovan za  Ucasti
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betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8) na glycinbetain (Burnet et al., 1995). Reakce

probiha podle nasledujiciho schématu:

betainaldehyd + NAD* _ pADH glycinbetain + NADH

Oba enzymy byly mimo jiné lokalizovany v chloroplastech. U Zivocichl a ve vét§ing
mikroorganismi je prvni krok syntézy glycinbetainu katalyzovdn na membrdnu navdzanou
cholindehydrogenasou (EC 1.1.99.1) nebo cholinoxidasou (COD, EC 1.1.3.17). U téchto
organisml plni vznikajici glycinbetain nejenom funkci osmoprotektivni molekuly, ale slouzi
ijako donor methylovych skupin pfi syntéze methioninu aje také dulezitym metabolickym

meziproduktem v katabolismu cholinu (Du Vigneaud et al., 1946).

(a) (b) (©)
-~ j B
HeC— N CHs N_
&, e é s
CH3

Obr. 8. Struktury kvartérnich amoniovych bazi. (A) glycinbetain, (B) B-alaninbetain, (C) prolinbetain

3.4 Betainaldehyddehydrogenasy

Betainaldehyddehydrogenasa je NAD(P)-dependentni enzym, jehoz aktivita byla
v souvislosti se studiem jeho role pti produkci glycinbetainu zaznamendna u mnoha organismd.
Exprese geni tohoto enzymu, ktery je nezbytny pro biosyntézu glycinbetainu, je indukovana za
stresovych podminek (McNeil ef al, 1999). Ovsem BADH geny byly nalezeny i u rostlin
nekumulujicich glycinbetain, jako jsou napf. ryZe, sojové boby ¢i hrach.(Weretilnyk et al.,
1989; Ishitani et al., 1993). Prave tyto plodiny jsou v popfedi zdjmu védcl. Metodami genového
inZenyrstvi jsou geny BADH zavedeny do rostlin, které pfirozené neakumuluji glycinbetain.
Tim dojde k produkci druhti, které se vyznacuji zvySenou toleranci viic¢i suchu, zasoleni pad
a dal$im stresovym faktori. Tyto metody byly posdny u nékolika transgennich rostlin, napf.
u tabaku (Holmstrom et al., 2000), u mrkve (Kumar et al., 2004) a u rajcete (Jia et al., 2002).

BADH byla v homogennim stavu vypurifikovdna z fady odliSnych organismd, napf.

z listli Spendtu (Spinacia oleracea) (Weretilnyk & Hanson, 1989), zje¢mene (Hordeum
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vulgare) (Nakamura et al., 2001), z laskavce (Amaranthus hypochondriacus) (Valenzuela-Soto
& Muinoz-Clares, 1994), z cukrové tepy (Trossat et al., 1997), déle z bakterii Pseudomonas
aeruginosa (Velasco-Garcia et al., 1999), Escherichia coli (Falkenberg & Strom, 1990),
Xanthomonas translucens (Mori et al., 1992), Cylindrocarpon didymium (Mori et al., 1980),
také z prasecich ledvin (Guzman-Partida & Valenzuela-Soto, 1998) a z tresCich jater (Johansson
et al., 1998). Caste¢nd purifikace BADH byla provedena napf. z jater ovce a ze srdce kraba
(Dragalovich & Pierce, 1994, Goldberg & McCaman, 1968).

U celedi merlikovité byla BADH lokalizovdna pfevazné ve stromatu chloroplastu,
zatimco v cytosolu byl enzym prokdzan jen v mensi mife (Weigel et al., 1986; Weretylnik &
Hanson, 1988). VétSina zédstupct Celedi lipnicovitych obsahuje na C-konci signalni peptid pro
BADH 7z je¢mene exprimovand v buiikdch transgenniho tabdku se vyskytuje v peroxisomech
(Nakamura et al.,, 1997). Vétsina savéich BADH je lokalizovédna v cytoplazmé. Oproti tomu
vétsSina BADH aktivity ze srdecni tkdné kraba a jater krysy byla zaznamendna v mitochondriich
(Dragalovich & Pierce, 1994, Pietruszko & Chern, 1999). Pomoci imunohistochemickych studif
bylo zjisténo, Zze BADH se ve vepiovych ledvindch vyskytuje v klife a dfeni, pfi¢emz v kuie
ledvin se BADH vyskytovala ve vy$si koncentraci (Figueroa-Soto et al., 1999).

BADH izolovand z ovsa ve srovnani s AMADH ze stejného zdroje vykazovala vyssi
stabilitu pfi vysokych teplotich (Livingstone et al., 2002). Dokonce ani pfi teplot¢ 50 °C
nedochdzelo k vyznamnému poklesu aktivity, pfestoZe teplotni optimum se nachazelo pti 40 °C.
Obdobnou teplotni stabilitu vykazovaly BADH z laskavce a mangrovniku, narozdil od BADH
z bakterie P.aeruginosa, kterd ztratila aktivitu jiz pfi 40 °C. Aktivita tohoto enzymu mohla byt
ovSem znovu obnovena ochlazenim na 30 °C (Velasco-Garcia et al, 1999). BADH
z Arthrobacter globiformis méla teplotni optimum pii 65 °C (Mori et al., 2002). Z hlediska
hodnot isoelektrickych bodii fadime vétsinu BADH do skupiny kyselych proteind s hodnotami
pl = 6,3 u ovsa, 5.65 u Spendtu, 5.1 u P.aeruginosa, 4.93 a 4.85 u divoce rostouciho laskavce,
5.5 a 5.3 u lidské BADH. Optimalni pH se pohybovalo téméi u vS§ech BADH okolo 8, vyjimku
tvofily BADH z X.translucens a A. globiformis, jejichZ pH optima se pohybovala mezi 9.5 a 10.
Lidskd, tres¢i a bakteridlni (Escherichia coli) BADH jsou popsdny jako homotetramery
s molekulovou hmotnosti 213-219 kDa (Johansson et al.,, 1998, Chern & Petruzsko, 1995).
V rostlinich se BADH nejcastéji objevuje jako homodimer s molekulovou hmotnosti
40-63 kDa. (Weretilnyk & Hanson, 1989, Valenzuela-Soto & Muioz-Clares, 1994).
Molekularni a kinetické vlastnosti vybranych BADH jsou shrnuty v tabulce 3.

Bylo prokézano, Zze BADH jsou nespecifické enzymy disponujici schopnosti pfeménovat
nejenom glycinbetain, ale i obsdhlou skupinu aldehydii. BADH z ovsa mé dokonce vyssi afinitu
k substratu APAL nez k BAL (Livingstone et at., 2003). Zatimco lidskd, Spendtovd a fepnd

BADH oxiduji rizné w-aldehydy, BADH z mangovniku neni schopna pieménovat w-aldehydy
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jako je APAL ¢i ABAL (Hibino et al., 2001). Naopak BADH z cukrové fepy pieménovala
substraty jako 3-dimethylsulfoniopropionaldehyd (DMSPAL), ABAL, APAL se stejnou
rychlosti jako BAL (Trossat et al., 1997; Vojtéchova et. al., 1997). DMSPAL je prekurzorem
dimethyl-sulfoniopropionidtu (DMSP), ktery se akumuluje jako osmoprotektant v kvetoucich
rostlindch a tasdch (James et al., 1995). BADH z laskavce vykazuje vysokou specifi¢nost vici
substratu BAL a koenzymu NAD". Ostatni aldehydy a NADP" nedosahuji aktivity vys§i neZ
2,5 % ve srovndni s aktivitou betainaldehydu (Figueroa-Soto & Valenzuela-Soto, 2001). Lidska
a vepfovd BADH disponuji Sirokou substritovou specificnosti. BADH izolovand z prasec¢ich
ledvin pfeméiiuje opét nejucinnéji substrdt BAL, mezi dobie oxidovdné substraty patii
i acetaldehyd, butyraldehyd a glyceraldehyd (Guzman-Partida & Valenzuela-Soto, 1998, Chern
& Pietruzko, 1999).

Tab. 3. Kinetické a molekularni vlastnosti vybranych BADH. Uvedené BADH pochazeji
z nasledujicich zdroju: Pseudomonas aeruginosa (Velasco-Garcia et al., 1999), Escherichia coli (YdcW)
(Falkenberg & Strom, 1990), Spenit - Spinacia oleracia (Weretilnyk & Hanson, 1989), oves sety - Avena
sativa (Livingstone et al., 2003), laskavec - Amaranthus hypochondriacus (Valenzuela-Soto &
Muiioz-Clares, 1994), cukrovd fepa (Trossat et al., 1997) jatra krysy (Vaz et al., 2000) a vepfova ledvina
(Guzman-Partida & Valenzuela-Soto, 1998).

. . Molekulova  hmotnost HodnotyKm(uM)
Zdrojovy orgaismus
nativni podjednotka BAL NAD* NADP*
P. aeruginosa 139 61 453 229 62
E. coli (YdcW) 202 51 6.5 54 484
Spinacia oleracia 120 60 208 20 320
Amaranthus hypochondriacus 125 63 69 80 2500
Beta vulgaris - 55 51 - -
Avena sativa 120 61 5 4 -
Veptovd ledvina 688 52 127 40 -
Krysi jatra - 51 123 28 1630

Prvni aminokyselinovd sekvence BADH byla urcena jiz vroce 1990. Trojrozmérnd
struktura byla ovSem dosud stanovena jen u nékolika BADH. Jedna se o BADH pochdazejici
z jater tresky a z bakterie E.coli (Johansson et al., 1998, Gruez et al., 2004). Bylo zjisténo, Ze se
vyskytuji ve formée tetramerti (obr. 9). Kazda podjednotka obsahuje 3 domény: NAD-vazebnou,
oligomerizacni a katalytickou. K asociaci podjednotek do formy dimert dochdzi, tak Ze pomoci
vodikové vazby dochdzi k propojeni vldkna z ologomerizacni domény zjedné podjednotky
s vldknem z katalytické domény z druhé podjednotky. Tetramer se pak vytvoii interakci dvou
dimer(i (Johansson et al., 1998). Krystal BADH z tres¢ich jater je charakterizovan trojklonnou
krystalovou soustavou P1 s parametry elementdrni buiiky a = 84.2 A, b=86.2A, c =884 A,
a=105.2°, p = 115.1°, y = 100°. V roce 2008 byla také uréena trojrozmérna struktura BADH
z bakterie Staphylococcus aureus (Halavaty et al., 2008) a o rok pozdé&ji z lidské patogenni

bakterie P. aeruginosa (Gonzalez-Segura et al., 2009).

-29 -



(b)

(a)

Obr. 9. Trojrozmérné struktury BADH. (a) BADH z jater tresky (Johansson er al., 1998), (B) BADH

z P.aeruginosa (Velasco-Garcia et al., 1999).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material chemikalie

= Kkonstrukty ZmAMADHI (1518 bp; EMBL/GenBank GQ184593) a ZmAMADH?2
(1521 bp; EMBL/GenBank GQ184594) ve vektoru pCDFDuet (3781 bp) (obr. 10)
a vlozené v expresnich buiikdch T7 express (New England Biolabs), genotyp: fhuA2
lacZ::T7 genel [lon] ompT gal sulAll R(mcr-73::miniTnl0--Tet>)2 [dem] R(zgh-
210::Tnl10--Tet’) endAl A (mcrC-mrr)114::1S10, byly poskytnuty $kolitelem
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Obr. 10. Mapa expresniho vektoru pCDFDuet-1. Oba geny ZmAMADH byly amplifikovany
specifickymi primery obsahujicimi EcoRI a Xhol restrikéni mista. Ty jsou zobrazeny vpravo nahore
v klonovacich mistech MCS1 a MCS2.

4.2 Pouzité chemikalie

= 2.2-Bis-(hydroxymethyl)-2,2",2""-nitrilotriethanol, tj. Bis-Tris (MP Biomedicals, USA)
= 2-merkaptoethanol (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

= 2-pyridinkarbaldehyd (Acros Organics, Belgie)

= 3-pyridinkarbaldehyd (Acros Organics, Belgie)

= 4-pyridinkarbaldehyd (Acros Organics, Belgie)

= 3-aminopropionaldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
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3-kyanopropionaldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
3-guanidinopropionaldehyd diethylacetal (syntetizoval prof. Sebela, KBC P¥F UP
Olomouc)

3-methyl-2-butenal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

4-aminobutyraldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
4-guanidinobutyraldehyd diethylacetal (syntetizoval prof. Sebela, KBC P{F UP
Olomouc)

4-amino-2-hydroxybutyraldehyd diethylacetal (syntetizoval prof. Macholdan, KBC PiF
MU Brno)

4-guanidino-2-hydroxybutyraldehyd diethylacetal (syntetizoval prof. Sebela, KBC P¥F
UP Olomouc)

acetaldehyd (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

acetonitril (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

akrylamid (Bio-Rad, USA)

B-Per (Thermo, USA)

BioSafe Coomassie (Bio-Rad, USA)

betainaldehyd dimethylacetal (syntetizoval prof. Sebela, KBC P¥F UP Olomouc)
butyraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (Merck, Némecko)

dimethylaminobutyraldehyd diacetal (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie,
SRN)

dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)

DNAsa (Top-Bio, CR)

ethanol (Lach-Ner, CR)

fenylmethylsulfonylfluorid (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
glukosa (Chemapol, CR)

glycerol (Lach-Ner, CR)

glycin (Lach-Ner, CR)

heptanal (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

hovézi trypsin (MP Biomedicals, USA)

hydrogenfosforecnan draselny (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
hydrogenuhlic¢itan amonny (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)

chlorid hotecnaty (AppliChem, SRN)

chlorid sodny (Lach-Ner, CR)

chromatograficky sorbent Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences, Svédsko)
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chromatograficky sorbent: HIS-Select Cobalt (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
imidazol (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

inhibitor proteas (Sigma, CR)

isopropyl S-D-1-thiogalaktopyranosid (Fermentas, Litva)

isovaleraldehyd (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
guanidin hydrochlorid (AppliChem, SRN)

kapronaldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (Bruker Daltonik GmbH, SRN)
kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR)

kyselina octova (Lach-Ner, CR)

kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad, USA)

LB-medium (Roth, SRN)

lysozym (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

methanol (Lach-Ner, CR)

n-butanol (Lach-Ner, CR)

nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
N,N'-methylen-bisakrylamid (Bio-Rad, USA)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)

oktanal (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

peroxodisiran amonny (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
propionaldehyd (syntetizoval prof. Sebela, KBC PiF UP Olomouc)
proteinové standardy pro gelovou permeacni chromatografii (Bio-Rad, USA)
Protein Ladder (10-250 kDa) (BioLabs, USA)

RNAsa (Fermentas, Litva)

sacharosa (Lachema, CR)

streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

trimethyl APAL diethylacetal (syntetizoval prof. Sebela, KBC PfF UP Olomouc)
trimethylaminobutyraldehyd (syntetizoval prof. Sebela, KBC P¥F UP Olomouc)
tris(hydroxymethyl)aminomethan tj. Tris-HCI pufr (MP Biomedicals, USA)
triton X-100 (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

uhlicitan sodny (Lachema, CR)

valeraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
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4.3 Pristrojové vybaveni

analytické véhy (Sartorius, SRN)

autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, SRN)

centrifuga 6K15 (Sigma, SRN)

centrifuga 5415R (Eppendorf, SRN)

centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie)

digitalni pH metr (Multical WTW, SRN)

digitalni ptedvazky (KERN, SRN)

elektroforeticka komiirka (Bio-Rad, USA)

elektromagnetickd michacka (IKA, SRN)

lamindrni box (Schoeller, CR)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, SRN)
MALDI ter¢ik AnchorChip 600/96 (Bruker Daltonik, SRN)

kapalinovy chromatograf pro nizkotlakou chromatografii s pumpou P-1, fidici
jednotkou UV-1, dvoukandlovym zapisovacem REC-112 a sbéracem frakci Frac-920
(Amersham Biosciences, Svédsko)

kapalinovy chromatograf pro stfednétlakou chromatografii BioLogic Duo Flow
(Bio-Rad, USA)

magnetickd michacka (IKA, SRN)

PCR termocykler (Eppendorf, SRN)

sada pipet (5000, 1000, 200, 100, 20, 10, 2.5 pl) (Eppendorf, SRN)

spektrofotometr Beckman DU 7500 (Beckman Coulter, USA)

spektrofotometr LightWave Il UV-Vis II diode array UV/Visible (Boichrom Ltd, UK)
termostat (Grant, UK)

ttepacka RCT basic (IKA, SRN)

ultrafiltracni zatfizeni Amicon (Millipore, USA)

vortex (Stuart, UK)

vodni lazen (Grant, UK)

Zakladni vybaveni laboratoie: mikrozkumavky, Erlenmayerovy barky, falkonky,

kadinky, kyvety do do spektrofotometru, 1Zicka, magnetickd michadla, misa na ledovou

Mov

tfist, Nalgene kyvety, odmérné valce, parafilm, rukavice, stojan na zkumavky, stficka

s destilovanou vodou a ethanolem, Spachtle.
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4.4 Metody

4.4.1 Produkce rekombinantnich kukuFi¢nych proteinu z E. coli

Do Erlenmayerovy bariky obsahujici 20 ml Luria-Bertani (LB) media, 1 ml 20 % glukosy
(finalni koncentrace 1 %) a antibiotikum streptomycin (50 pg ml™") byla ze zdsobni ependorfky
inokulovéna kultura E. coli (2-5 pl). Inkubace prekultury probihala pfes noc za mirného tfepani
(200 rpm) na tepacce pii 37 °C. Buiiky v kultuie byly nésledujici den separovéany centrifugaci
(4000 g, 5 minut, 4 °C), supernatant byl odlit a pelet poté resuspendovian v 10 ml LB media
obsahujictho opét streptomycin. Poté bylo medium s kulturou pfelito do Erlenmayerovy banky
obsahujici 190 ml LB media s antibiotikem. Kultura byla nasledné inkubovana na tfepacce pfi
30 °C (do ODgpo=0,5) po dobu asi 1 hodiny. Exprese rekombinantniho proteinu byla
indukovdna piidavkem 200 pl 100 mM isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) pii
20 °C pres noc na tfepacce. VSechny vyse zminéné kroky byly provedeny ve sterilnim prostiedi

flowboxu, pouzité LB medium a dalsi chemikalie byly sterilizovany v autoklavu.

4.4.2 Extrakce ZmAMADH

Kultura byla nejprve centrifugovana (4000 g, 20 minut, 4 °C), vznikly pelet byl promyt
30 ml 0.9 % NaCl a centrifugovan v 50 ml falkonce (4000 g, 20 minut, 4 °C). Nésledn¢ mohl
byt pelet zamrazen na -20 °C nebo resuspendovan v 10 ml pufru obsahujiciho 50 mM Tris-HCI,
pH 8, 10 mM MgCl,, 150 pl fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) a 0.85 ml vody. Déle bylo
pfiddno 2.5 ml B-PER (bacterial protein extraction reagent) a smés byla inkubovana 10 minut
pfi laboratorni teplot&. Poté bylo p¥iddno 0.3 ml &erstvé ptipraveného lysozymu (50 mg ml™)
a vzorek byl inkubovan pfi laboratorni teploté az do zgelovaténi (zhruba 1 hodinu). Potom byl
vzorek doplnén na objem 10 ml vodou a bylo piidano 20 pul RNAsy (10 ug ml') a 10 pl
DNAsyl (10U/ul). Smés byla inkubovana 30 minut p#i 37 °C ve vodni ldzni. Nakonec bylo
priddno 1.25 ml 1 mM NaCl a 1.37 ml 50 % (w/v) glycerolu. Lyzat byl nasledné centrifugovin
(12000g, 30 minut, 10 °C) v centrifuga¢nich kyvetich (Nalgene). Vznikly supernatant byl

prenesen do nové falkonky.

4.4.3 Purifikace ZmAMADH

Pro purifikaci rekombinantnich proteinti byla pouZzita afinitni chromatografickd kolona
His selected cobalt gel (Sigma-Aldrich). Afinitni chromatografie vyuZziva specifickych interakci
biomolekuly nesouci histidinovou s atomy Co>* upevnénymi na nosiéi. Po naneseni lyzitu

avymyti balastnich proteinli ekvilibracnim pufrem obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 8),
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100 mM NaCl, 10 mM imidazol a 5 % glycerol. Priitokovd rychlost mobilni fdze c¢inila
1.5 ml min". Navazany protein byl nasledné eluovan z kolony pomoci eluéniho pufru, ktery mél
az na koncentraci imidazolu (250 mM) stejné slozZeni jako pufr ekvilibracni. Ziskany protein byl
nasledné zahustén ultrafiltraci na objem 5-10 ml a uchovan v zamraZzeném (-20 °C) stavu pro

dals$i méfeni.

4.4.4 Stanoveni obsahu proteini

Koncentrace proteinti byla stanovena spektrofotometricky metodou Bradfordové. Tato
metoda je zaloZena na tvorbé komplexu mezi proteiny a triarylmethanovym barvivem Briliant
Blue G-250 v kyselém prostiedi.

Ze zasobniho roztoku 25 pg/ml byla pfipravena koncentracni fada standardd (hovézi
sérovy albumin, BSA) od 2,5 do 20 pg. K 1 ml standardu / vzorku proteinu bylo pfiddno 2 ml
¢inidla Bradfordové (50 mg Coomassie Blue G250 bylo rozpusténo ve 25 ml MeOH a 50 ml
85 % H;PO, a doplnéno deionizovanou H,O na 100 ml). Smés byla inkubovana po dobu 5-ti
minut. Nésledné byla zméfena absorbance pifi 595 nm proti slepému vzorku (1 ml H,0 + 2 ml

¢inidla Bradfordové).

4.4.5 Stanoveni aktivity ZmAMADH

Aktivita enzymu je definovana jako rychlost katalyzované reakce. Zakladni jednotkou je
1 katal (kat). 1 katal uddvd mnozstvi enzymu, které premeéni 1 mol substratu za 1 sekundu. Tato
jednotka je ale priliS vysokd, proto se bézné vyuZzivaji jeji zlomky (ukat nebo nkat). Aktivita

enzymu se vypocita na zdklad€ vztahu:

pficemz AA je zména absorbance, At je doba reakce (s), V uddva objem reakeni smési v kyvete
(ml), € je molarni absorp¢ni koeficient M'em™M)al je sitka kyvety (cm).

Aktivita ZmAMADH byla méfena spektrofotometricky s vyuZitim Warburgova
optického testu podle Awal et al. (1997). Pii reakci katalyzované AMADH dochdzi soucasné
k oxidaci substratu a k redukci (hydrogenaci) NAD*. Vznik redukované formy tohoto koenzymu
(NADH) je doprovdzen zmé&nou absorpéniho spektra. Oxidovand forma (NAD") ma absorpéni
maximum pifi vinové délce 260 nm, redukovand forma (NADH) mé charakteristickou

absorbanci pfi 340 nm (obr.11). Molarni absorpéni koeficient pro NADH je 6220 M cm™
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=== NAD* (NADP*)
NADH (NADPH)

——

A(nm)

Obr. 11. Zména absorpéniho maxima. Oxidovani forma (NAD") md absorp&ni maximum pii vinové
délce 260 nm, redukovand forma (NADH) ma charakteristickou absorbanci pii 340 nm.

Reakéni smés v kyveté obsahovala 1,55 ml 150 mM Tris/HCI pufru, pH 9.0, 50 ul
20 mM NAD", pfislusné mnoZstvi enzymu a odpovidajici mnoZstvi vody. Celkovy objem
v kyvet¢ byl 2 ml. Reakce byla zahdjend piidavkem 20 pl 100 mM substratu (konecnd
koncentrace substratu v kyveté byla 1 mM). NarGst absorbance pii 340 nm byl monitorovan po

dobu 5 minut.

4.4.5.1 Testovani substratové specifi¢nosti, stanoveni K, a V .«

Pro testovéani substratové specificnosti byly pfipraveny substraty zahiivanim ptislusnych
diacetald s 0,2 M HCI (tabulka 4) pii 100 °C po dobu 10 minut. Alifatické aldehydy
a pyridinkarbaldehydy byly pfipraveny smisenim piislusného mnozstvi jejich kapalné formy
a vody. Findln{ koncentrace vSech pfipravenych substrat byla 100 mM.

Konstanta K, (Michaelisova konstanta) vyjadfuje koncentraci substratu, pii niZ reakce
probihd polovinou maximdlni rychlosti (obr. 12). K, je mirou afinity enzymu k substritu.
Maximdlni rychlost (Vi Vim) je mirou celkové koncentrace enzymu. Rovnice

Michaelise-Mentenové zni:

_ VindS]

" k,]5]
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pficemZ v, je pocatecni rychlost reakce, Vi, uddva limitni reakéni rychlost a [S] udava

koncentraci substratu.

v,

. —
lim

12V, =~

lim

[s]

Obr. 12. Saturaé¢ni kiivka. Zavislost rychlosti katalyzované reakce na koncentraci substratu.

e e

Existuje fada moznosti pro stanoveni K, a Vj,. V této diplomové prici bylo pouZito

vyneseni podle Lineweavera a Burka (obr.13):

1 K, 1 1

= —+—
Vo Vim [S ] Vim

pfi¢emZ v, je pocatecni rychlost reakce, Vi, uddvd limitni reakéni rychlost a [S] udadva

koncentraci substratu a K, je Michaelisova konstanta.

1/v

o

k ,
“Slope =Km/ V.

lim

12V,

“Intercept = lim

Intercept ==1/K,

0 1/]s]

Obr. 13. Dvojité reciproké vyneseni hodnot koncetrace substratu proti prislusné poc¢ateéni rychlosti
reakce.
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Pro kinetickd stanoveni hodnot K., a Vj, byly pfipraveny roztoky substrati vhodnych
konec¢nych koncentraci nafedénim pfipravenych zdsobnich roztokl. Substrity byly skladovany

po dobu méteni na ledu.

Tabulka 4. Piiprava substrati.

Nazev substratu Zkratka Piiprava
3-aminopropionaldehyd APAL 16.2 ul +983.8 ul HC1
Trimethyl APAL TMAPAL 31.7 mg + 970 ul HC
3-aminobutyraldehyd ABAL 17.9 + 982.1 ul HC1
3-guanidinopropionaldehyd GPAL 25 mg + 1000 pul HCl1
3-guanidinobutyraldehyd GBAL 26.5 mg + 1000 ul HCI
4-guanidino-2-hydroxybutyraldehyd GHBAL 28 mg + 1000 ul HCI1
4-amino-2-hydroxybutyraldehyd AHBAL 19 ul + 981 ul HCI
Betainaldehyd BAL 27.5 mg + 1000 ul HCI
Acetaldehyd Cc2 5.7 ul +994.3 ul H,0O
Propionaldehyd C3 7.3 ul +992.7 ul H,O
Butyraldehyd C4 8.8 ul +991.2 ul H,0O
Valeraldehyd C5 10.7 ul + 989.9 ul H,O
3-methyl-2-butanal 1z0C5 10.8 ul + 989.2 ul H,O
Kapronaldehyd () 12.3 ul + 987.7 ul H,O
Heptanal C7 14 pl + 986 ul H,O
Oktanal C8 15.6 pul + 984 ul H,O
2-pyridinkardaldehyd 2-PCAL 9.6 ul + 990.4 ul H,O
3-pyridinkardaldehyd 3-PCAL 9.4 ul +990.6 ul H,O
4-pyridinkardaldehyd 4-PCAL 9.4 ul + 990.6 ul H,O

4.4.5.2 Stanoveni optimalniho pH a teplotni stability

Pro stanoveni optimalniho pH obou enzymi byl pouZit 150 mM glycin/NaOH pufr
(pH v rozmezi 8.8-10.6), reakéni smés dale obsahovala 50 ul enzymu, 50 pul 20 mM NAD"
a 0,4 ml vody. Reakce byla zahdjena piidavkem 20 ul 100 mM substratu APAL. (konecnd
koncentrace substritu v kyveté byla 1 mM)

Pro urceni teplotni stability bylo zvoleno rozmezi teplot od 31 °C do 62 °C. Samotny
enzym byl inkubovan pfi zvolené teploté¢ po dobu 30 minut. Inkubované enzymy byly poté
skladovany na ledu a ndsledné¢ byla zméfena jejich zbytkovd aktivita. Reakéni smés
obsahovala 1,55 ml 150 mM Tris/HCI pufru, pH 9.0, 50 ul 20 mM NAD", 20 ul enzymu a
odpovidajici mnozstvi vody. Jako substrdt byl opét pouzit 100 mM APAL (20 pl).(konecnd

koncentrace substritu v kyveté byla 1 mM).

4.4.5.3 Testovani analog NAD"*

Byla testovédna nasledujici analoga NAD* koenzymu: NADP?, Thio-NAD*, 3-Pyr-NAD?,
3-APyr-NAD", Deamino NAD". Reakéni smés obsahovala 1,55 ml 150 mM Tris/HCI pufru, pH
9.0, 50 ul 20 mM zvoleného koenzymu, 20 pl enzymu a 360 ul vody.Findlni koncentrace
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jednotlivych analog NAD" byla 500 uM. Jako substrat byl opé&t pouzit 100 mM APAL (20 ul).
(konec¢na koncentrace substratu v kyveté byla 1 mM). Nésledujici absorpéni maxima a extinkéni
koeficienty redukovanych forem téchto analog byla pouzita pro korekci aktivit: NADPH
(€340=6.62 mM"' cm'), Thio-NADH (g4 = 11.9 mM'cm™), 3-pyridinaldehyd-NADH
(€358 = 9.3mM’lcm’l), 3-acetylpyridin-NADH (g5 = 9.1 mM’lcm’l), Deamino NADH
(€333 = 6.2 mM'em™) (Siegel er al., 1959; Stein et al., 1963).

4.4.6 Gelova permeacni chromatografie

Pro stanoveni molekulové hmotnosti enzymu v nativnim stavu byla pouzita gelova
permeacni chromatografie. Tato metoda, kterd se vyuZivad napf. i na odsolovani bilkovin ¢i
frakcionaci podle hmotnosti, je zaloZena na separaci molekul podle jejich molekulové
hmotnosti, tvaru a velikosti. Byla pouzita kolona Superdex 200 HR 10/30, coz je kopolymer
agarosy a dextranu. Kolona byla napojena na stfednétlaky chromatograf BioLogic Duo Flow.
Jako mobilni faze byl pouzit 50 mM K-fosfatovy pufr, pH 7 obsahujici 100 mM NaClL
Piitomnost soli potlacuje nespecifické interakce proteint s gelovou matrici. Eluce probihala pfi
pratové rychlosti 0.7 ml.min™. Proteiny byly detekovany pii 280 nm. Jako proteinové standardy
(Sigma-Aldrich) byly pouZzity thyroglobulin (670 kDa), hovézi y-globulin (158 kDa), kuieci
ovalbumin (44 kDa), konisky myoglobin (17 kDa) a vitamin B12 (1.35 kDa).

4.4.7 SDS-PAGE

Elektroforéza se fadi mezi elektromigra¢ni metody slouZzici ke stanoveni molekulové
hmotnosti latek. Jednou znejvice pouzivanych modifikaci diskontinudlni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu je elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfiatu sodného (SDS). SDS
udé€luje proteindm uniformni zdporny ndboj a proto se pohybuji k anodé. K separaci nabitych
¢astic dochédzi na zdkladé rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli, kterd je dana velikosti
molekuly.

Vzorky pro samotnou elektroforézu byly pfipraveny smisenim 30 ul enzymu se stejnym
objemem Laemmliho vzorkovaciho pufru (62.5 mM Tris/HCL, 2 % (w/v) SDS, 25 % (w/v)
glycerol, a 0.01 % (w/v) bromfenolovd modif, pH 6,8, pfed pouZitim byl pfidan jeste
2-merkaptoethanol v objemovém poméru 1:19 vici pufru). Smés byla promichdna a 5 minut
inkubovédna pii 100 °C. Po ochlazeni byl vzorek centrifugovan (6000 g, 5 minut). Délici
a zaostiovaci gel byly pfipraveny podle tabulky 5.

Delici gel byl nalit mezi skla upevnénd v nalévacim stojanu, nédsledné byl prevrstven

n-butanolem, ktery byl po 30-ti minutich polymerace odstranén. Poté byla mezi skla nalita

- 40 -



vrstva zaostiovaciho gelu, do niZ byl ihned zasunut hiebinek. Po 30-ti minutich tuhnuti byl
hebinek vyjmut a skla s pfipravenym gelem vloZena do elektroforetické komirky. Do komurky
byl nalit elektrodovy pufr (0.025 M Tris, 0.192 M glycin, 0.1 % SDS, pH 8.3). Do jamek, které
byly proplachnuty elektrodovym pufrem, bylo aplikovdno 7 pl standardu a vhodné mnozstvi
vzorku. Komtirka byla uzaviena vikem a celd aparatura byla nasledné ptipojena ke zdroji napéti.
Samotna elektroforéza probihala zhruba 1 hodinu. Pro vizualizaci bylo pouZito barveni pomoci
Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad). Gel byl nejprve nékolikrat promyt deionizovanou vodou
(odstranéni SDS), pak byl po dobu nekolika hodin vloZen do barviciho roztoku. Gel byl poté

vyjmut a nechal se odbarvovat pfes noc v destilované vode¢.

Tab. 5. SloZeni déliciho a zaostiovaciho gelu.

Délici gel (12%) Zaostiovaci gel (4%)

AA/BIS 4 0.65
Tris/HCI, 1.5 M, pH 8.8 2.5 -

Tris/HCI, 0.5 M, pH 6.8 - 1.25

H,0 32 2.95

SDS (10 %) 0.1 0.1

APS (10 %) 0.05 0.06
TEMED 0.015 0.015

4.4.8 MALDI-TOF peptidové mapovani (,,peptide mass
fingerprinting”)

MALDI-TOF peptidové mapovani se vyuziva k identifikaci nezndmého proteinu nebo
k ovéfeni totoznosti studovaného proteinu. Protein je nejprve s pouZitim proteolytického
enzymu, v tomto piipad¢ trypsinu, specificky naStépen na smes peptidovych fragmentt, které
jsou nasledné analyzovdny pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Vysledné
hmotnostni spektrum peptidu je pak vyhodnoceno uzitim software a porovnédno s teoretickymi
Stépy proteind v databazi.

Proteinové vzorky obou enzyml byly separovany metodou SDS-PAGE (viz. vyse).
Stépeni jednotlivych proteini v gelu bylo provedlo po redukci a alkylaci 2 uM trypsinem
modifikovanym rafinosou (Sebela et al., 2006) pies noc pii teploté 37 °C. Vysledné peptidové
smeési pak byly analyzoviny na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20
(Bruker Daltonik, Brémy, SRN). Roztok o-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny (2 mg.ml™) ve
smesi acetonitril / 2.5 % trifluoroctova kyselina (2:1, v/v) byl pouZit jako matrice (Thomas et
al., 2004). Stejny pomér roztoku vzorku (5 pl) a matrice (5 pl) se promichal ve zkumavce a poté
se 0.5 pl vysledné smeési napipetovalo na MALDI tercik (AnchorChip 600/96) a nechalo

vysusit. Spektra se shromazd'ovala ze 100 — 200 laserovych vystiell pfi frekvenci laseru 10 Hz
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a rozsahu m/z 500 - 4000. Ziskand spektra se poté vyhodnotila pomoci softwaru FlexAnalysis
2.4 a Biotools 3.0 (Bruker Daltonik) a porovnala s proteinovou databdzi NCBInr a MSDB

pomoci programu Mascot Server 2.2 (Matrix Science, London, UK).
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7 ZAVER

. V teoretické ¢asti této diplomové prace byly shrnuty poznatky o metabolismu polyamini
a jejich oxidacnich produkti w-aldehydd. Byly podrobné popsany nékteré rostlinné
aminoaldehyddeydrogenasy a jejich vztah k rostlinnym betainaldehyddehydrogenasam.

. V ramci experimentalni ¢asti byla provedena purifikace rekombinantnich ZmAMADH1
a ZmAMADH?2 afinitni chromatografii na kolon€ s imobilizovanymi kobaltnatymi ionty
a oba enzymy byly identifikovdny pomoci hmotnostni spektrometrie.

. Ziskané enzymy byly dale charakterizoviny z hlediska zdkladnich molekulovych
a kinetickych vlastnosti. Z vysledkli méteni AMADH aktivity ptfi pouziti riznych
substratd vyplynulo, Ze zkoumané kukufi¢né izoenzymy vykazuji podobnou substritovou
specificnost. Oba jsou schopny kromé w-aminoaldehydi katalyzovat i oxidaci nékterych
alifatickych aldehydd. Pro nejvyznamngjs$i substraty byly stanoveny hodnoty K,

a relativni pomeér Vyj /K.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

o

A
AA/BIS
ABAL
ABALDH
ADC
AGM
AHBAL
AIH
ALDH
AMADH
AO
APAL
APBAL
APS
AVAL
BADH
BAL
B-PER
BSAO
CAO
CDH
CMO
COD
CPAL
DAO
DAP
DEAE
DFMA
DFMO
DMABAL
DMSP
DMSPAL
DNA
EDTA
FAD

Angstrom (délkova jednotka)
akrylamid/bisakrylamid
4-aminobutyraldehyd
4-aminobutyraldehyddehydrogenasa
arginindekarboxylasy

agmatin
4-amino-2-hydroxybutyraldehyd
agmatiniminohydrolasa
aldehyddehydrogenasa
aminoaldehyddehydrogenasa
aminoxidasa
3-aminopropionaldehyd
4-(3-aminopropyl)-aminobutyraldehyd
persiran amonny
5-aminovaleraldehyd
betainaldehyddehydrogenasa
betainaldehyd

bacterial protein extraction reagens
aminoxidasa z hovéziho séra
aminoxidasa obsahujici méd’
cholindehydrogenasa
cholinmonoxygenasa
cholinoxidasa
3-kyanopropionaldehyd
diaminoxidasa

propan-1,3-diamin
diethylaminoethyl
difluoromethylarginin
difluoromethylornithin
dimethylaminobutyraldehyd
dimethyl-sulfoniopropionat
3-dimethylsulfoniopropionaldehyd
deoxyribonukleova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova

flavinadenindinukleotid
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FPAO
GABA
GB
GBAL
GBALDH
GHBAL
GPAL
CHA
IPTG
KAD

Kn
MAO
MGBG
MPAO
MTT
NAD *
NADP*
NBT
NCPAH
ODC
PAO

PMS
PMSF
PTS1

PUT
PYRR-DH
SDS
SDS-PAGE

SMO

SPD

SPM
TEMED
Thio-NAD"
TMABAL

TMABALDH

TMAPAL

polyaminoxidasa z hub

kyselina y-aminomadselna
glycinbetain
4-guanidinobutyraldehyd
gunidinobutyraldehyddehydrogenasa
4-guanidino-2-hydroxybutyraldehyd
3-guanidinopropionaldehyd
cyklohexylamin

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
kadaverin

Michaelisova konstanta
monoaminoxidasa
methyl-(glyoxal)-bis-guanylhydrazon
kukufi¢nd polyaminoxidasa

Thiazolyl Blue (thiazolylovou modf)
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nitro Blue Tetrazolium (nitrotetrazoliova modi)
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
ornithindekarboxylasa
polyaminoxidasa

fenazin methosulfat
fenylmethylsulfonylfluorid
peroxisomal targeting signal type 1
putrescin

pyrrolindehydrogenasa

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti

dodecylsulfatu sodného

sperminoxidasa
spermidin
spemin

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

thionikotinamidadenindinukleotid

trimethylaminobutyraldehyd
4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasa
trimethyl APAL
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TPAO tkanovd polyaminoxidasa z krysich jater
TPQ 2.,4,5-trihydroxyfenylalanin chinon
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