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Abstrakt

Polyaminy jsou nizkomolekularni polykationty vyskytujici se v rostlinach, jejichz
hlavni zastupci jako putrescin, spermin a spermidin hraji dileZitou roli pfi bunééném
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putrescinacetyltransferasy,  zatimco @ NATA2 ma  pravdépodobné¢  funkci
sperminacetyltransferasy.

V experimentalni ¢asti byla pomoci geneticky modifikované bakterie Escherichia
coli obsahujici plazmid s ¢tecim ramcem pro piislusny protein vyprodukovana NATA1
a NATA2 z Arabidopsis thaliana. Za pouziti Ellmanovy spektroskopické metody byla
stanovena substratova specifi¢nost obou isoenzymi, vliv vybranych soli na jejich
aktivitu. Na zakladé naméfenych hodnot byla potvrzena odli$na substratova specifi¢nost
NATAI a NATA2, pticemz NATA1 acetylovala ornithin rychleji nez diaminopropan,
zatimco NATA2 pomaleji. Také pritomnost jednotlivych soli o koncentraci 1,0 mmol-1°
! méla za nasledek pokles aktivity enzymu.
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Abstract

Polyamines are low molecular weight polycations found in plants, whose main
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CILE PRACE

Teoreticka Cast:

Vypracovani literarni reSerSe na téma biosyntéza a katabolismus polyamini, regulace
hladiny polyamint, acetylace polyaminti, N-acetyltransferasova aktivita 1 a 2 (NATAL,

NATAZ2) a jejich funkce.

Prakticka cast:
o |zolace a purifikace rekombinantni NATA
e Stanoveni substratové specificnosti enzymu
e Stanoveni vlivu soli na aktivitu NATAL a NATA2

e Stanoveni pH optima a kinetickych parametrti enzymu



1 UvoD

Polyaminy v rostlinach jako jsou putrescin, spermidin a spermin hraji dulezitou roli
v mnoha fyziologickych procesech jako naptiklad pti bunééném déleni, rustu, starnuti
listi, modulaci ¢innosti urcitych skupin iontovych kanal nebo také pti abiotickém stresu,
kdy jejich vyssi hladiny zpusobuji odolnost rostliny. Stim je ispjata dulezitost
homeostazy polyamind, ktera je zajiSténa biosyntézou, katabolismem a transportem.
Polyaminy jsou obvykle biosyntetizovany z aminokyselin, zejména argininu a lysinu,
zatimco odbouravani je zaji§téno jejich postupnou oxidaci. Castym jevem je viak také
acetylace polyamint.

U savell se vyskytuji acetylované polyaminy, jako jsou N!-acetylspermin, N*-
acetylspermidin a N8-acetylspermidin, které vznikaji za katalyzy spermin/spermidin N*-
acetyltransferasou. Ta se podili na udrzovani homeostazy polyamind c¢i kyslikové
homeostaze a ma také vyznamnou roli pfi stresovych reakcich. Avsak acetylované
polyaminy mohou mit i negativni vliv na zmény metabolismu a na karcinogenezi. Pozdé&ji
byly také acetylované polyaminy detekovany v rostlinach, pficemz u Arabidopsis
thaliana byla zjisténa stejna mira piitomnosti N!-acetylsperminu a N*-acetylspermidinu
Vv kofenové 1 nadzemni ¢4sti.

V A. thaliana je ptitomen enzym N-acetyltransferasové aktivity 1 a 2 (NATAL,
NATAZ2) a i pies to, ze jejich geny ptimo sousedi v genomu, je jejich funkce odlisna
s vyjimkou schopnosti katalyzovat acetylaci ornithinu na N®-acetylornithin. NATA1 mé
funkci jako putrescinacetyltransferasa, ktera katalyzuje pfeménu putrescinu na N-
acetylputrescin, zatimco NATA2 ma funkci jako sperminacetyltransferasa, ktera
katalyzuje pfeménu sperminu na N-acetylspermin. Z toho také vyplyva, ze oba enzymy
se vyznacuji rozdilnou substratovou specificnosti. K dalsim odliSnostem také patii
exprese genu, kterd je u NATAL vyvolana fytohormonem kyselinou jasmonovou nebo
koronatinem, pfi¢emz v piipadé NATAZ2 tomu tak neni.

Lidské N-acetyltransferasy patfici mezi cytosolické enzymy maji také dulezitou roli,
a to pfi detoxikaci arylaminovych nebo hydrazinovych 1é¢iv a pti aktivaci arylaminovych
karcinogend. I u lidské NAT vykazuji oba isoenzymy NAT1 i NAT2 nejen odliSnou
substratovou specifi¢nost, ale také tkanovou distribuci. Vyznamné jsou vSak také
inhibitory tohoto lidského enzymu, které jsou schopny =zastavit jeho aktivitu

v nadorovych buiikéch.



V této bakalarské praci je studovana funkcni charakterizace N-acetyltransferasy
z A. thaliana, ktera doposud neni zcela znama. Jde piedevSim o izolaci a purifikaci
rekombinantniho proteinu NATA s naslednym stanovenim koncentrace proteinu
a substratové specificnosti enzymu a také stanovenim vlivu soli na aktivitu NATAL
a NATAZ2, pticemz dalsi kroky by mély sméfovat ke stanoveni pH optima a kinetickych

parametrt studovaného enzymu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Polyaminy

Polyaminy jsou nizkomolekularni polykationty, které se vyskytuji u vSech organismi
vcetné€ zivocichi, rostlin, hub a bakterii a fadi se také mezi biogenni aminy, do nichz patfi
napiiklad tryptamin ¢i fenylethylamin. Putrescin, kadaverin, spermidin a spermin
(Obr. 1) jsou hlavnimi polyaminy vyskytujici se v rostlinach, kde jsou lokalizovany
zejména v cytoplazmé, dale také ve vakuoldch, mitochondriich a chloroplastech
(Adamkova a Petiivalsky, 2012). DalSim dulezitym zastupcem polyamini je
diaminopropan, jehoZ acetylovand forma ovliviiuje elektrické vlastnosti plazmatické
membrany a iontovy transport (Jammes et al., 2014). Kli¢ovym substratem pro syntézu
polyamini, ale také prolinu ¢i citrulinu je ornithin, ktery patii mezi neesencialni
aminokyseliny a vznika jako meziprodukt v mo¢ovinovém cyklu (Sivashanmugam et al.,
2017).

Bazické vlastnosti polyaminti umoznuji vazat se na negativné nabité makromolekuly,
jako jsou nukleové kyseliny a proteiny a podilet se na regulaci jejich funkce. Interakce
polyamint s fosfolipidy hraje také vyznamnou roli pfi regulaci fyzikalnich a chemickych
vlastnosti bunéénych membran (Addmkova a Pettivalsky, 2012).

Ucastni se také fady fyziologickych procesti odehravajicich se v rostling, jako
napiiklad buné¢éné déleni, rast, diferenciace, embryogeneze, vyvoj organtl, starnuti listd,
abiotické a biotické stresové reakce (Adamkova a Pettivalsky, 2012). Jejich dalsi funkci
je modulace cinnosti urcitych skupin iontovych kanali. Vzhledem Kk témto
mnohostrannym funkcim je homeostaza polyamini zésadni a je zajiSténa regulaci
biosyntézy, katabolismu a transportu. Také polyaminy a jejich metabolismus maji
Iékatsky a farmakologicky vyznam, nebot jsou piitomny V relativné vysokych
koncentracich v mozku savcl a jsou soucasti patofyziologickych procesit mozkové
ischemie (Kusano et al., 2008).

Kromé jiz zminénych zékladnich polyamint vyskytujicich se v rostlinach je také
znamo mnoho méné obvyklych polyamind. Napiiklad termofilni bakterie Thermus
thermophilus obsahuji dvé kategorie polyaminti, do niz patii caldopentamin
a caldohexamin, které se ftadi mezi polyaminy sdelSim fetézcem, a tris(3-
aminopropyl)amin spole¢né s tetrakis(3-aminopropyl)amonium, které se fadi mezi
rozvétvené polyaminy (Obr. 1) (Kusano et al., 2008). Dlouhé ¢i rozvétvené polyaminy

byly také identifikovany v bunkach hypertermofilnich bakterii Thermotoga maritima



a Aquifex pyrophilum nebo uhypertermofilnich archea Aeropyrum pernix
a Methonococcus jannaschii (Kneifel et al., 1986; Hamana et al., 1998, 1999; Oshima

2007).
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Obr. 1 Strukturni vzorce vybranych zakladnich polyamind, biogennich aminti a aminokyseliny
ornithin (A) a vybranych neobvyklych polyamini (B) (Vytvofeno pomoci programu
ChemSketch).



Za stresovych podminek jsou rostliny schopné kromé volnych polyamint vytvaiet
konjugaty polyamintl, jejichz velmi dulezitou vlastnosti je jejich antioxidacni aktivita
projevujici se schopnosti vazby na reaktivni formy kysliku. Rostliny vystavené stresu jsou
tudiz schopné produkovat konjugaty ke zlepseni antioxidativniho obranného mechanismu
azmirnit tim poSkozeni organismu. Syntéza téchto konjugati je zalozena na
posttranslaénim navazani se na proteiny, které je katalyzovano specifickymi enzymy
transglutaminasami (EC 2.3.2.13). Tyto transglutaminasy se nachazeji uvnitf bunék ¢i
V mezibunécném prostoru. Dulezitymi konjugaty jsou také konjugaty polyamina
s kyselinou hydroxyskoficovou, které maji vyznamnou roli pii kontrole vnitrobunécné

koncentrace polyamint (Adamkova a Petfivalsky, 2012).

2.1.1 Biosyntéza

Biosyntéza polyamint je lokalizovana v cytoplazmé bun¢k (Vannier-Santos a Suarez-
Fontes, 2017) a jejimi prekurzory jsou aminokyseliny L-arginin a L-methionin
(Adamkova a Petrivalsky, 2012). Biosyntéza putrescinu, spermidinu a sperminu je
navozena v reakci na patogenni infekci rostlin (Lou et al., 2016).

Putrescin vytvafejici se z argininu slouzi jako metabolicky prekurzor dalSich
polyamind, v¢etné spermidinu a sperminu (Obr. 2). Syntéza putrescinu probihd dvéma
cestami, pii niz je meziproduktem bud’ ornithin nebo agmatin (Adamkova a Pettivalsky,
2012). V ptipadé cesty ptes ornithin nejprve arginasa (ARG, EC 3.5.3.1) hydrolyzuje
guanidinovou skupinu za odstépeni mocoviny a poté dojde k dekarboxylaci vzniklého
ornithinu katalyzované ornithindekarboxylasou (ODC, EC 4.1.1.17) za vzniku
putrescinu. Naproti tomu syntéza putrescinu z agmatinu je tvorena sledem tii reakci.
Jedna se o dekarboxylaci argininu katalyzovanou arginindekarboxylasou (ADC, EC
4.1.1.19) za vzniku agmatinu, jeho pfeménu agmatiniminohydrolasou (AIH, EC 3.5.3.12)
na N-karbamoylputrescin a kone¢né odstépeni amoniaku a oxidu uhli¢itého N-
karbamoylputrescinamidohydrolasou (CPA, EC 3.5.1.53) za vzniku putrescinu
(Adamkova a Petiivalsky, 2012; Tiburcio et al., 1997). Aminokyselina ornithin mtze byt
internalizovdna z extracelularniho prostoru povrchovymi transportéry nebo muize byt
ziskana z L-argininu pisobenim ARG, pfi¢emz tato aminokyselina mize také slouzit jako
substrat pro syntézu NO (Vannier-Santos a Suarez-Fontes, 2017). I kdyz v genomu
Arabidopsis thaliana jsou dva isoenzymy arginasy (ARGAH1 a ARGAH2) (Bronfield et

al., 2008), ODC chybi, coz naznacuje, ze na rozdil od vétsiny jinych druht rostlin ornithin



neni Vtomto pfipadé piimym metabolickym prekurzorem pro syntézu putrescinu
(Hanfrey et al., 2001; Lou et al., 2016).

Spermidin vznikd pfeménou putrescinu za ucasti enzymu spermidinsyntasy (SPDS,
EC 2.5.1.16). Dekarboxylovany S-adenosylmethionin, ktery je syntetizovan z methioninu
ve dvou naslednych reakcich katalyzovanych methioninadenosyltransferasou (EC
2.5.1.6) a S-adenosylmethionindekarboxylasou (SAMDC, EC 4.1.1.50), je donorem
aminopropylové skupiny. Spermin je syntetizovan ze spermidinu za Ucasti enzymu
sperminsyntasy (SPMS, EC 2.5.1.22). Zatimco diamin kadaverin je syntetizovan z L-
lysinu za ucasti enzymu lysindekarboxylasy (LDC, EC 4.1.1.18) (Adamkova
a Petfivalsky, 2012).

U A. thaliana byly zjistény dva ADC geny, a to gen At2G16500 pro ADC1 a gen
At4G34710 pro ADC2, které koduji arginindekarboxylasovou aktivitu. | kdyZ tyto geny
koduji proteiny s 80% identickou sekvenci aminokyselin, jejich exprese se 1i§i v riiznych
podminkach prostfedi. V zavislosti na stresové reakce je exprese ADCI1 vyvolana
chladem, kdezto exprese ADC2 je vyvolana naptiklad suchem ¢i salinitou. Tato studie
ukazuje, Ze nemaji pfi stresovych reakcich identické, ale piekryvajici se funkce. Dale bylo
prokazano, ze enzym ADCI je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu, zatimco ADC2
v chloroplastech (Lou et al., 2020).

Také biosyntéza polyamint se u bakterii, hub i savcli ve srovnani s rostlinami lisi.
U savcil a hub je regulacni kontrola biosyntézy provadéna primarné dvéma enzymy, a to
ODC a SAMDC, pti¢emz v podstaté ptenos aminopropylové skupiny je katalyzovan
samostatnymi a odliSnymi enzymy, SPDS a SPMS. U savcu existuji také dalsi sledy
reakci preménujici spermidin na spermin a naopak pomoci acetylace a oxidace, zatimco
houby maji tuto acetylpolyaminovou drahu téméf nedetekovatelnou. Ornithin u savct,
ktery je dostupny pro biosyntézu polyamini, pochédzi pfevazné ze stravy a miiZze byt
tvofen pouze z argininu pisobenim ARG. V houbach i kdyz je potfebny ornithin pro
biosyntézu syntetizovan de novo, ARG umoznuje bunkam pouzit arginin jako jeho
alternativni zdroj za podminky zpétné vazby argininu inhibujici biosyntézu ornithinu
(Davis et al., 1992; Tiburcio et al., 1997).

Bakterie se v metabolismu polyamint vyrazné li§i od hub a savct a zaroven se
v nékterych ohledech podobaji rostlindm. U bakterii miize putrescin vznikat dvéma
cestami, a to pfeménou ornithinu za katalyzy ODC nebo dekarboxylaci argininu pomoci
ADC, pficemz vznikly agmatin je pfeménén piimo na putrescin agmatin ureohydrolasou

(AUH, EC 3.5.3.11) se sou¢asnou eliminaci mo¢oviny. A ptfitomnost drahy ADC je stejné
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jako ptitomnost ARG v houbdch alternativni zpiisob syntézy putrescinu, pokud zpétna
vazba argininu inhibuje biosyntézu de novo ornithinu (Davis et al., 1992; Tiburcio et al.,
1997).

o arginasa
L-arginin %} L-ornithin
arginindekarboxylasa H.O0 moSovina
CO; v . omithindekarboxylasa
agmatin
agmatiniminohydrolasa | co,
N v
= 1 _ . L-methionin
N-karbamolyputrescin —————) putrescin
N-karbamoylptrescin- \ -
amidohydrolasa NH,” Methyithio-
in

L-lysin spermidinsynthasa <

spermidin  S.adenosylmethionin (SAM)

sperminsynthasa C
U methyithio-

< adenosin
spermin

lysindekarboxylasa

VU
kadaverin

Obr. 2 Schéma biosyntézy polyamind u rostlin (Pfevzato a upraveno dle Adamkova a Petiivalsky,
2012).



2.1.2 Katabolismus

Na katabolismu polyamint se podili dvé skupiny enzymd, a to enzym polyaminooxidasa
(PAO) obsahujici flavinadenindinukleotid (FAD) jako kofaktor (Lou et al., 2016) a dale
druhy enzym diaminooxidasa (DAO, EC 1.4.3.22, pivodné EC 1.4.3.6) obsahujici aktivni
misto s TOPA-chinonovym kofaktorem a méd’natym iontem (Frébort a Adachi, 1995;
Tylichova et al., 2007).

Diaminooxidasa tvofi homodimery a katalyzuje oxidaci polyamint na jejich primarni
aminoskupiné. Katalyzuje oxidaci putrescinu za vzniku aldehydu 4-aminobutanal, NH3
a H202 (Lou et al., 2016). Pii¢emz peroxid vodiku jako jeden ze vzniklych produktd se
podili na lignifikaci buné¢né stény a jejim zpevnénim po invazi patogent. Analogicky
DAO odbourava také kadaverin (Adamkova a Pettivalsky, 2012).

Zivogisné PAO oxiduji uhlik na vnéjsi strané sekundarni aminoskupiny polyamind
spermidinu nebo sperminu, zatimco u rostlin PAO oxiduji uhlik na vnitini strané N*-
dusiku u t&chto jiz zminénych polyamind (Sebela et al., 2001; Tylichova et al., 2007).
Obecné reakci katalyzovanou PAO lze rozdé€lit na dvé ¢asti, a to redukéni ¢ast reakce,
vniz je flavin redukovan pfi oxidaci polyamini a oxidacni ¢ast reakce, v niz je
redukovany flavin reoxidovan molekuldrnim kyslikem za uvolnéni peroxidu vodiku
(Binda et al., 1999).

Sav¢éi PAO pieménuje spermidin a spermin, kdy pfeménou spermidinu dochazi ke
tvorb€ putrescinu a ptisluSného aldehydu 3-aminopropanal, zatimco pfeménou sperminu
dochazi ke tvorbé spermidinu a aldehydu 3-aminopropanal, kdy v obou ptipadech vznika
H20, (Obr. 3). Rostlinné PAO, které jsou pievazné lokalizovany v bundéné sténé (Sebela
et al., 2001), katalyzuji spole¢né s bakterialni PAO pfeménu spermidinu a sperminu na
4-aminobutanal a 1-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal, dale pfi této reakci vznika propan-
1,3-diamin a H202 (Binda et al., 1999). Tento rozdil ve specifi¢nosti uc¢inku vedl k nové
klasifikaci PAO. Plvodni kategorie EC 1.5.3.11 byla zruSena a nahrazena péti novymi.
Byly tak zavedeny N!-acetylpolyaminoxidasa (EC 1.5.3.13), polyaminoxidasa tvofici
diaminopropan (EC 1.3.5.14), N®-acetylspermidinoxidasa tvoiici diaminopropan (EC
1.5.3.15), sperminoxidasa (EC 1.5.3.16) a nespecifickd polyaminoxidasa (EC 1.5.13.17).
Rostlinné PAO nalezneme ptedevsim pod oznacenim EC 1.5.3.14 (BRENDA,
5.5.2021).
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Obr. 3 Schéma katabolismu polyaminti u rostlin (Pfevzato z Adamkova a Petfivalsky, 2012).

Vzniklé aminoaldehydy dale podléhaji spontanni cyklizaci na 1-piperidein, 1-pyrrolin
a 1-(3-aminopropyl)pyrrolinium, pfi¢emz se posledni sloucenina cyklizuje az na 1,5-
diazobicyklo[4.3.0]nonan. Naproti tomu 3-aminopropanal z divodu vysokého vazebného
pnuti étyicetny cyklus nevytvaii (Lichman, 2021; Sebela et al., 2001; Tylichova et al.,
2007). Cyklické formy aminoaldehydi jsou zakladem rostlinnych alkaloidd. Napiiklad
z putrescinu odvozené alkaloidy se vyskytuji v ¢eledi Solanaceae (lilkovitych), kam
spada Nicotiana tabaccum obsahujici nikotin ¢i Atropa bella-donna bohata na tropanové
alkaloidy (Lichman, 2021).

V rostlinach se mohou vzniklé m-aminoaldehydy dale oxidovat na odpovidajici ®-
aminokyseliny za katalyzy NAD-dependentnich aminoaldehyddehydrogenas (AMADHS,
EC 1.2.1.19) (Tylichova et al., 2010). Zatimco 3-aminopropanal je oxidovan na f3-alanin,
ktery muze byt dale trimethylovan za vzniku osmoprotektanu B-alanin betainu, 4-
aminobutanal je oxidovan na kyselinu y-aminomaselnou (GABA) (Pettivalsky et al.,
2007). Vznikla GABA muze byt dale pfeménéna na sukcinyl semialdehyd za ucasti
enzymu GABA transaminasy (EC 2.6.1.19) s naslednym krokem pfemény na sukcinat
pomoci sukcinat-semialdehyddehydrogenasy (EC 1.2.1.16 nebo EC 1.2.1.24) poskytujici



alternativni cestu pro vstup do Krebsova cyklu (Tylichova et al., 2007). GABA hraje také
dilezitou roli pfi mnoha fyziologickych procesech. Funguje jako neurotransmiter nejen
u zivoCicha, ale také u rostlin ¢i jako osmoregulator. Dale také chrani rostlinu proti
hmyzu, reguluje cytosolické pH, plni ochrannou funkci proti oxida¢nimu stresu nebo se
podili na obecném metabolismu dusiku a jeho pfipadném skladovani ¢i transportu

(Bouché¢ a Fromm, 2004).

2.1.3 Regulace hladiny polyaminii a jejich transport v rostlinach

K regulaci hladiny polyamini u rostlin ptispivaji aktivity PAO a DAO tim, Ze se podileji
na jejich degradaci oxidativni deaminaci. Vyssi hladiny polyamint jsou toxické a vedou
Kk usmrceni bunky. Enzym S-adenosylmethiondekarboxylasa (SAMDC) je klicovy
enzym, ktery se podili na regulaci hladiny sperminu a spermidinu (Adamkova
a Petiivalsky, 2012). S-adenosylmethiondekarboxylasa ma jako kofaktor pyruvat a jeho
aktivita je také regulovana mnoha hormony a dal§imi ristovymi stimuly (Pegg a McCann,
1982), avsak na rozdil od sav¢iho ¢i kvasinkového enzymu tento rostlinny enzym neni
stimulovan putrescinem (Tiburcio et al., 1997). U enzymu SAMDC jednou z moznosti
regulace hladiny polyaminl je na Urovni transkripce a translace, kdy vyssi hladiny
polyamind blokuji translaci a nizké naopak aktivuji (Hanfrey et al., 2005; Adamkova
a Petiivalsky, 2012).

Za normalnich okolnosti jsou builky schopny syntetizovat jakékoliv mnozstvi
polyamini, jehoZ je potieba. Proto jsou buiiky vybaveny G€innym transportnim systémem
pro ptijem externich polyamind (Tiburcio et al., 1997). Energeticky zavislé transportni
systémy, které jsou zprostiedkovany proteinem, slouzi pravé k absorpci polyaminti
v rostlinnych bunkach. Paraquat (PQ), ktery je jeden z nejrozsitenéjSich herbicidu, je
pfenasen jak u mnoha organismil, tak u rostlin transportnim systémem polyamini. Studie
tuto transportni interakci polyaminy/PQ navrhla z davodu spole¢nych specifickych
strukturnich podobnosti. Také byl identifikovan L-typ aminokyselinovych transportért
(LAT), které se fadi mezi transmembranové proteiny a patii mezi transportéry polyamint
a PQ. Arabidopsis LAT proteiny se tedy podileji na intracelularnim pfenosu polyamint
a jejich piijmu pres plazmatickou membranu (Obr. 4) (Fujita a Shinozaki, 2014).

U vyssich rostlin je pfijem polyaminli na bunééné trovni velmi rychly, kdy pftijaté
polyaminy jsou skladovany ve vakuolach. Pfi¢emz jde o aktivni pfijem, ktery je

stimulovan pusobenim auxinu (Tiburcio et al., 1997).
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Obr. 4 Schéma transportni cesty polyaminii (PA) a paraquatu (PQ) a znazornéni substratové
preference PA/PQ transportér u Arabidopsis. Genova rezistence na methyl viologen 1 (RMV1),
jiny nazev pro PQ, a gen AtLAT1 spolecné lokalizovany v plazmatické membrané jsou primarni
cestou vstupu PQ do bun¢k. PDR11 — protein podilejici se na transportu PQ pies plazmatickou
membranu. PAR1, gen zodpovédny za paraquat rezistentnich mutanti 1, a gen AtLAT4 se
podileji na akumulaci PQ v chloroplastu cestou zprostfedkovanou Golgiho aparatem. Gen
AtLAT3 je lokalizovan v endpolazmatickém retikulu, avSak jeho funkce neni znama (Pievzato
a upraveno dle Fujita a Shinozaki, 2014).

2.1.4 Role polyamini pri abiotickém stresu u Arabidopsis thaliana

Pti mnoha druzich abiotického stresu dochéazi k akumulaci tii hlavnich polyamint, a to
putrescinu, spermidinu a sperminu. Obecné u rostlin osmoticky stres, salinita, ozon ¢i UV
zafeni, které se fadi mezi abioticky stres, vyvolavaji vyssi aktivitu ADC nez ODC. A tedy
vys$$i hladina putrescinu je pfisuzovdna zvySené aktivité ADC. Salinita je spojena
s akumulaci iontd, které jsou pro rostlinu toxické pti vysokych koncentracich soli a ta
narusuje integritu bun€éné membrany, aktivitu riznych iontd a funkci fotosyntetického
aparatu (Groppa a Benavides, 2008).

Polyaminy zvySuji odolnost rostlin vii¢i abiotickému stresu jako je naptiklad sucho,
salinita, teplo ¢i chlad. Avsak muze také dochazet ke stresové toleranci pomoci zvyseni
exprese gend souvisejicich s tvorbou polyaminli u geneticky upravenych rostlin
(Adamkova a Pettivalsky, 2012; Kasukabe et al., 2004).

Byl proveden experiment, vnémz byla do A. thaliana naklonovana cDNA

spermidinsyntasy. Ve srovnani s plané rostoucimi rostlinami vykazovala tato transgenni
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rostlina zvySenou aktivitu spermidinsyntasy spolecné s vy$Sim obsahem spermidinu
v listech. Vykazovala také zvySenou toleranci vici stresu veetné chladu, sucha, salinité
a hyperosmozy. Tyto vysledky ukazuji dtlezitou roli spermidinu jako signalniho

regulatoru v signalni draze stresu (Kasukabe et al., 2004).

2.1.5 Acetylace polyamini

Acetylace polyaminit, ktera ma dilezitou regulacni funkci, byla pozorovana Vv savc¢ich
bunkach a pozdéji také u n€kolika rostlinnych druhti (Lou et al., 2016). Vnitrobuné¢éna
koncentrace polyaminti je kontrolovana kombinaci regulovanych enzymatickych krokii,
a to vCetn¢ biosyntetickych enzymii, jako jsou ODC a SAMDC, a katabolickych enzymd,
jako jsou PAO, DAO a spermin/spermidin N-acetyltransferasa (SSAT, EC 2.3.1.57)
(Zhu et al., 2006).

Sav¢i SSAT Katalyzuje celou fadu polyaminovych acetylac¢nich reakci, v nichz
dochézi k pienosu acetylové skupiny z acetyl-CoA na N* pozici spermidinu &i sperminu.
U Zivocichd se vyskytuje Nl-acetylspermidin nebo N!-acetylspermin, coZ jsou hlavni
polyaminy exportované pifes membranu a vyskytuji se ve vysokych hladinach
v nadorovych buinkach. To uzce souvisi se zménami v metabolismu polyamint
a karcinogenezi (Tavladoraki et al., 2012).

Lidsky SSAT1 je tedy enzym, jehoZ Zivotnost je velmi kratkd a jeho aktivita je velmi
nizkd v bunéénych bazalnich podminkach. Aktivita SSAT] miZe byt zvySena fadou
fyziologickych nebo farmakologickych podnéti. Polyaminové analogy, jako jsou
napiiklad ~ BE-3-4-3  [N!,N!2-bis(ethyl)spermin] a  BE-3-3-3  [N!,N-
bis(ethyl)norspermin] (Casero et al., 2001; Wolff et al., 2003), jsou klinicky hodnoceny
jako protinadorové latky a zaroven jsou silnymi induktory bunécné SSATI aktivity.
Zatimco pro SSAT]1 jsou polyaminy dobrym substratem, v ptipadé¢ SSAT2 tomu tak neni.
Pro SSAT2 je pravdépodobnym fyziologickym substratem thialysin [S-(2-aminoethyl)-
L-cystein], ktery je ucinné acetylovain na g-aminoskupiné za vzniku S-(2-
acetylaminoethyl)-L-cysteinu. SSAT2 tak poskytuje strukturni srovnani s SSATL, jelikoz
nereaguje na polyaminové analogy a slabé vaze polyaminové substraty (Coleman et al.,
2004).

Acetylované polyaminy byly také pozorovany v rostlinach, ato zejména NZ-

acetylspermin, Ni-acetylspermidin a N8-acetylspermidin (Obr. 5). V A. thaliana bylo
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prokazano, ze Nl-acetylspermidin se vyskytuje v kofenové i nadzemni &asti ve stejné

mife jako spermidin (Kadama-Nobusada et al., 2008; Lou et al., 2016).
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Obr. 5 Strukturni vzorce vybranych acetylovanych polyamint (Vytvofeno pomoci programu
ChemSketch).
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2.2 N-acetyltransferasa

Acetylace je jednou z hlavnich posttransla¢nich modifikaci proteint v bunce, ktera ma
rozmanité ucinky nejen na jejich hladiny, ale také na hladiny metabolomu (Drazic et al.,
2016). N-acetyltransferasy obecné katalyzuji pienos acetylové skupiny z acetyl-CoA na
primarni aminoskupinu malé molekuly nebo na N-konec peptidu ¢i proteinu (Parks
a Escalante-Semerena, 2020) a jsou hojné zastoupeny V Siroké Skale organismi od

A. thaliana az po lidsky organismus (Drazic et al., 2016).

2.2.1 Lidska amin N-acetyltransferasa
V zivocisnych bunkéach bylo popsano vice N-acetyltransferas mezi né nalezi mimo jiné
jiz zminénd SSAT a také arylamin N-acetyltransferasy (NAT, EC 2.3.1.5), které hraji
dilezitou roli jak pfi detoxikaci arylaminovych ¢i hydrazinovych 1éciv, tak pii aktivaci
arylaminovych karcinogenti (Zhou et al., 2009).

NAT se tedy podileji na biotransformaci pienosem acetylové skupiny z acetyl-CoA na
volnou aminoskupinu matetské slouceniny (Jancova et al., 2010). Tato acetylaéni reakce
probiha ping pong bi-bi mechanismem (Obr. 6) (Andres et al., 1983; 1988; Sinclair a Sim,
1997). Zatimco Zhou et al. (2013) popisuji neuspoiadany sekvenéni mechanismus
u reakce katalyzované NAT, pii niz je V prvnim kroku acetylova skupina ptfesunuta
z acetyl-CoA za tvorby enzymového intermediatu a v druhém kroku dochazi k acetylaci
substratu a nasledné tvorbé ptislusného produktu, u reakce katalyzované SSAT popisuji
Bewley et al. (2006), Hedge et al. (2007) a Filippova et al. (2019) uspofadany sekvenéni
mechanismus, kdy dochazi nejprve ke spojeni aminu a acetyl-COA za vzniku
oxyaniontového tetrahedralniho meziproduktu, ktery je posléze rozstépen za vzniku N-
acetylaminu a koenzymu A (Obr. 7) (Sugiyama et al., 2016). Sugiyama et al. (2016)
rovnéz uvadéji piitomnost katalytickych rezidui, a to Glu®®, Glu™, Glu8, GIn®. Tento
usporadany sekvenéni mechanismus je také popsan ve studii Dempsey et al. (2014, 2015,
2017) ureakci katalyzovanych arylalkylamin N-acetyltransferasou (AANAT, EC
2.3.1.87).

Strukturni analyza, pfi niz byla zjisténa u lidské NAT vyznamna strukturni odchylka
Vv uspofadani rezidui C-konce ve srovndni s prokaryotickou NAT, ukazuje, Ze pienos
acetylu vNAT je usnadnén katalytickou triddou Cys-His-Asp (Cys®%-His!%’-Aspl?2
v lidské NAT) striktné zachovanou ve stejnych pozicich ve vSech strukturdch NAT
(Sinclair et al., 2000; Zhou et al., 2013).
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Obr. 6 Schéma mechanismu reakce katalyzované NAT se znazornénim katalytické triady.
V prvnim kroku reakce dochazi k pienosu acetylové skupiny z acetyl-CoA na cysteinylovy
zbytek enzymu za tvorby enzymového intermediatu. Ve druhém kroku k uvolnéni koenzymu A.
Ve tretim kroku dochézi k navazani aminu a posléze k tvorbé piislusného produktu (Pfevzato
a upraveno dle Zhou et al., 2013).

Obr. 7 Schéma uspotadaného sekvenéniho mechanismu reakce katalyzované SSAT. V prvnim
kroku dochazi k navazani pfislusného aminu a acetyl-CoA za nasledného vzniku oxyaniontového
tetrahedralniho meziproduktu. Ve tfetim kroku je meziprodukt rozstépen na N-acetylamin
a koenzym A (Pfevzato a upraveno dle Sugiyama et al., 2016).
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NAT jsou cytosolické enzymy, které se nachazeji v mnoha raznych tkanich. U lidi se
vyskytuji ve dvou isoformach, N-acetyltransferasa 1 (NAT1) s takika vSudyptitomnou
tkanovou distribuci a N-acetyltransferasa 2 (NAT2) detekovana piedev§im v jatrech,
tlustém stieve a stfevnim epitelu. Oba funkéni lidské genové lokusy byly lokalizovany na
kratkém raménku chromozomu 8. Nukleotidové sekvence téchto gend jsou z 85 %
identické¢ a koduji dva enzymy s rozdilnou substratovou specifiCnosti. Typickymi
specifickymi substraty lidské NAT1 jsou naptiklad kyselina p-aminobenzoova (PABA),
p-aminosalicylova kyselina (PAS) a p-aminobenzylglutamat (Kawamura et al., 2005;
Jancova et al., 2010) a pro lidsky NAT2 je typickym substratem sulfamethazin (Grant et
al,, 1991). Lidsky NAT2 slouzi jako hlavni cesta pro detoxikaci 1éku: isoniazid
(antituberkulotikum), hydralazin (antihypertenzivum), sulfonamidy (antibakterialni 1éky)
(Kawamura et al., 2005; Jancova et al., 2010).

Lidska SSAT je klicovym enzymem pii kontrole hladin polyamini v buiikach, jelikoz
acetylace sperminu a spermidinu spousti jejich export nebo naopak degradaci. Prave
zvySené hladiny intraceluldrnich polyaminti doprovézeji n¢kolik typt rakoviny i dalSich
lidskych onemocnéni (Bewley et al., 2006).

Lidska, krysi i my$i SSAT jsou lokalizovany pievazné v cytosolu (Ragione a Pegg,
1982; Pegg 2008; Uimari et al., 2009). Nicmén¢ u lidskych nadorovych bunék L56Br-C1
spojenych s rakovinou prsu uvadi Holst et al. (2008) ptitomnost SSAT nejen v cytosolu,
ale iv mitochondriich. U mysich fetalnich fibroblastd pak byla SSAT detekovana
I vbunééném jadru (Uimari et al., 2009). Tkanova distribuce vSech tifi zminénych
zivocisnych SSAT je rovnéZ velmi Siroka. Seiler a Al-Therib (1974) uvadi pfitomnost
krysi SSAT v mozku, jatrech, ledvinach a stfevech, pficemz nejvyssi aktivitu pozorovali
v mozku. Mysi SSAT se stejné jako krysi vyskytuje v jatrech, ledvinach a dale také
v plicich a tukové tkani (Hyvonen et al., 2012). V mozku a ledvinach byla také
pozorovana pritomnost lidské SSAT (Klempan et al., 2009; Zahedi et al., 2007), ta je
vsak ve vét§i mife u nadorovych bunék prsu, prostaty, plic (Maksymiuk et al., 2018) ¢i
jater a tlustého stieva (Wang et al., 2017).

SSAT je dimer (Obr. 8), jehoz oba monomery jsou shodné v aminokyselinové
sekvence, ale nemaji identickou strukturu. Nejvyraznéjsi rozdil mezi strukturami obou
monomerd je v C-koncovych ramenech. U tohoto dimeru byly pozorovany dvé
konformace, a to symetricka forma se dvéma otevienymi povrchovymi kanaly schopnymi
vazat substrat nebo kofaktor a asymetrickd forma, ve které je pouze jeden z povrchovych

kanalt schopen vazat a acetylovat polyaminy. SSAT je také schopen sam acetylovat
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lysin-26 v pfitomnosti acetyl-CoA a nepfitomnosti substratu. Tyto dvé konformace
dimeru a také sebeacetylacni reakce mohou mit roli pfi regulaci aktivity a stability SSAT

jako prvek v polyaminové homeostaze (Bewley et al., 2006).

Obr. 8 Struktura dimerniho enzymu lidské SSAT (PDB 2B4D) (Vytvofeno pomoci programu
PyMOL).
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2.2.2 N-acetyltransferasova aktivitala 2 (EC 2.3.1.57)
Arabidopsis geny N-acetyltransferasové aktivity 1 a 2 (NATAL, NATA2) jsou

nejbliz§imi homology polyaminoacetyltransferasy u savci. NATAL1 u A. thaliana
katalyzuje acetylace putrescinu na N-acetylputrescin a tim konkuruje spermidinsyntase
jako b&znému substratu. Dale NATA1 produkuje N®-acetylornithin z ornithinu. Tato
studie také ukazuje moznou preménu N-acetylornithinu na N-acetylputrescin pomoci
ADC1 (Lou et al., 2020). Exprese genu Arabidopsis NATA1 (At2g39030) je vyvolana
signalni molekulou obrany rostlin kyselinou jasmonovou a koronatinem, ktery je
produkovan kmenem bakterie Pseudomonas syringae DC3000. Be¢hem infekce
P.syringae a jinymi patogeny rostlin se pouzivaji polyaminooxidasy sperminu
a spermidinu jako substraty pro produkci H2O2 (Lou et al., 2016).

Gen NATA2 (At2g39020) je ptimo sousedici s NATA1 v genomu A. thaliana, avsak
jeho exprese neni indukovana kyselinou jasmonovou ¢i koronatinem (Obr. 9) (Adio et

al., 2011; Lou et al., 2016).
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Obr. 9 Prostorova a ¢asova exprese genu NATA1 (A) aNATA2 (B) u A. thaliana (Pievzato z Lou
et al., 2016).
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2.2.2.1 Funkce N-acetyltransferasové aktivity 1 jako

putrescinacetyltransferasa

Enzym NATAL acetyluje 1,3-diaminopropan na N-acetyl-1,3-diaminopropan, ktery je
antagonistou pii zavirani priducht rostlin vyvolané kyselinou abscisovou (ABA)
(Jammes et al., 2014). Kromé pouziti ornithinu a diaminopropanu jako substrati NATA1
ma funkci jako putrescinacetyltransferasa, kdy zvysena regulace exprese NATA1 pomoci
P. syringae DC3000 zptsobuje vyssi produkci N-acetylputrescinu a nizsi produkci H20»
polyaminooxidasou. Zatimco vyssi tvorba H2O2 u NATAL mutantnich rostlin A. thaliana
ma za nasledek vyssi expresi gend, snizeni rustu bakterii a také snizeni akumulace N-
acetylputrescinu. To ukazuje dilezitou roli NATA1 jako putrescinacetyltransferasy
u potlac¢ovani antimikrobialni obrany (Lou et al., 2016).

Aby byla prokazana katalytickd aktivita NATA1 a dale byla zjiSténa preference
substratu, byly provedeny testy in vitro s Arabidopsis NATAI, ktery byl pro tyto ucely
purifikovan po expresi v Escherichia coli. Jako substraty acetyltransferasy byl pouzit
ornithin, putrescin a 1,3-diaminopropan. Spermidin a spermin nemohly slouzit jako
substraty acetyltransferasy z divodu nepfitomnosti ¢i akumulace pod hranici detekce. Po
provedeni experimentu byla zjisténa u NATAI nejvétsi preference ornithinu, poté
putrescinu a v posledni fad¢é 1,3-diaminopropanu jako substratu, u katalytické aktivity

enzymu bylo poradi opac¢né (Lou et al., 2016).

2.2.2.2 Pieména N°®-acetylornithinu na N-acetylputrescin

Ve vétsing rostlin je putrescin tvofen z L-argininu, pti¢emz vznikaji jako meziprodukty
agmatin nebo ornithin. Biosyntéza ornithinu mize byt umoznéna pomoci nékolika
rostlinnych metabolitl, které slouzi jako jeji pfimé prekurzory. Ornithin tedy vznika
nékolika cestami, a to pfeménou argininu za ucéasti enzymu ARGAH, N°-acetylornithinu
za ucasti enzymu N-acetylornithindeacetylasy (NAOD, EC 3.5.1.16), dale pteménou
citrulinu pomoci ornithintranskarbamylasou (OTC, EC 2.1.3.3) ¢i glutamat-5-
semialdehydu za ucasti enzymu ornithinacetyltransferasou (OAT, EC 2.6.1.13) (Lou et
al., 2020).

U A. thaliana ADCI1 katalyzuje syntézu agmatinu z L-argininu, ale také N-
acetylputrescinu z N®-acetylornithinu za pomoci NATAL (Obr. 10). Rychleji v§ak vznika
N-acetylputrescin z putrescinu aktivitou NATAL v reakci na 1é¢bu methyl jasmonatem
(MeJA) (Lou et al., 2016), nez dekarboxylaci N®-acetylornithin (Lou et al., 2020). N°-
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acetylornithin, ktery patii mezi mén¢ Casté neproteinové aminokyseliny, byl objeven pfi
cileném hledani metabolitd siln¢ indukovanych fytohormonem MeJA (Adio et al., 2011).

Duplikace a neofunkcionalizace enzymii ADCI a NATAI syntetizujicich N°-
acetylornithin v A. thaliana se také vyskytuji u p¥ibuznych druht v ¢eledi Brassicaceae
(brukvovité). Nejenze duplikace ADC1-ADC2 a NATAL-NATA2 mohou
pravdépodobné kompenzovat ztratu ODC, ale zaroven poskytuje cestu pro biosyntézu N-

acetylputrescinu (Lou et al., 2020).

arginin

NH, o ADC agmatin
(@] HzNA‘N/\/ﬁ)‘LOH HZN\léN\/r\//\NHZ
H,N OH tig NH,,
HN o]
Ne-acetylornithin \f
NAOD ARGAH ARGAH
o] 0 0]
A o A~ ANH2
H,N7 NH OH H,N OH H,N
citrulin hiHz omithin NH2 putrescin
OAT
0
ON\HLOH NATA1 NATA1
Nz o) 0 o
] - ADC1
glutamat-5-semialdehyd )J\N H‘\/\HLO H )J\ . H’\\/’\/ NH,
NH,

Né-acetylomnithin N-acetylputrescin

Obr. 10 Schéma biosyntézy ornithinu, putrescinu a nasledna pfeména N°-acetylornithinu na N-
acetylputrescin u A. thaliana. ADC a ADC1 - arginindekarboxylasa, ARGAH - arginasa,
NAOD — N-acetylornithindeacetylasa, oTC - ornithintranskarbamylasa,
OAT - ornithinacetyltransferasa, NATA1l - N-acetyltransferasova aktivita 1 (Pfevzato
a upraveno dle Lou et al., 2020).
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2.2.2.3 Methyl jasmonat a jeho vliv v rostlinach

Methyl jasmonat, ktery je vyobrazen na obr. 11, patii spole¢né s jasmonoyl izoleucinem
(JA-Ile) mezi konjugaty kyseliny jasmonové (JA), souhrnné oznacované jako jasmonaty,
jejichz syntéza probiha v cytoplazmé, chloroplastech a peroxizomech. MeJA je tvofen
Z kyseliny jasmonové, jejiz prekurzorem pro syntézu je kyselina linolenova. Jasmonaty
jsou dulezité¢ molekuly pro regulaci mnoha fyziologickych procest, a to zejména v riistu
rostlin a zprostiedkovani reakci rostlin na biotické a abiotické stresy. Signalizacni drahy
zprostfedkované jasmonaty souviseji s rezistenci rostlin, coz vede k reakcim rostlin na
vnéjs$i mechanické poskozeni, poSkozeni hmyzem a bylozravci nebo patogenni infekei,
tim dochazi k expresi gent rezistence (Ruan et al., 2019).

MeJA zprostiedkovava indukci volnych nebo konjugovanych polyamind u mnoha
rostlin. U A. thaliana je ornithin pfeméném na NP°-acetylornithin za ucasti enzymu
NATAL. Byl proveden experiment, kdy po 1é6¢b& MeJA byl zjistén NP-acetylornithin
Vv listech, stoncich, kvétech a kotfenech. V rozetovych listech akumulace vyvrcholila po
4 dnech ado 10. dne se vratila do nedetekovatelné hladiny. To naznaduje existenci

katabolické cesty N°-acetylornithinu v A. thaliana (Adio et al., 2011).

A CH3 B CH3

s
?i
@)
]
w

OH_’,,

Obr. 11 Strukturni vzorce methyl jasmonatu (A) a jasmonoyl izoleucinu (B) (Vytvofeno pomoci
programu ChemSketch).
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Ke zvysené expresi NATAI a akumulaci N®-acetylornithin mtize dochdzet pomoci
poskozenim rostliny hmyzem jako naptiklad Myzus pesicae (msSice broskvonova) ¢i
infekei P. syringae. N®-acetylornithin mé vliv na produkci msice broskvonové, kdy po
pfidani do umé¢lé stravy msSic listy A. thaliana naznacovaly piimy toxicky ucinek.
Dochazelo tedy k sniZeni reprodukce mSice broskvonové. NATA1 také zvySuje rezistenci
vici tomuto hmyzu preménou aminokyselin ve floému na formu, kterou hmyz nemiize
vyuzit. Z téchto vysledkd vyplyva, ze signaliza¢ni draha JA pfispiva Kk obrané proti
msicim (Adio et al., 2011).

Koronatin je toxin produkovany nékterymi P. syringae, ktery je molekularni
napodobeninou konjugétu (JA-Ile). Vaze se na COIl receptor, coz je receptor signalni
dréhy kyseliny jasmonové, a aktivuje obranné reakce, které jsou specifické pro
jasmondty. Jestlize se bakterie vyskytuji na povrchu listu, mize koronatin zabranit
uzavirani praduchu a tim umoznit prunik bakterii do listd. Koronatin také vyvolava
akumulaci N°-acetylornithinu v zavislosti na koncentraci (Adio et al., 2011).

Byla také provedena studie, v niz byl zkouman vliv nejen JA, ale i kyseliny salicylové
(SA) na rezistenci vaci Plasmodiophora brassicae (nadorovka kapustova) u A. thaliana,
kterd je zodpovédna za kofenové onemocnéni clubroot vyskytujici se u celedi
brukvovitych. Zivotni cyklus tohoto patogena zahrnuje primarni fazi omezenou na
kotenové chloupky a sekundarni fazi v kortikalnich a stelovych bunikéch, ktera trva
nékolik tydnl. Po sledovani exprese genil reagujicich na JA a SA v infikovanych
kofenech A. thaliana, exogenni aplikaci téchto fytohormonti a analyze mutantd
s nedostatkem hormonti bylo prokdzano, ze JA a SA pfispivaji k rezistenci vici patogenu
nadorovce kapustové. 1 kdyz tyto signalni reakce nemusi byt indukovany spolecné
a vyvolat rovnocenny Ucinek rezistence. Také bylo potvrzeno, Ze JA zprostiedkovana

indukce NATA1 zptisobila akumulaci N°-acetylornithinu (Lemarié et al., 2015).

2.2.2.4 Funkce N-acetyltransferasové aktivity 2 jako

sperminacetyltransferasa

Vzhledem k tomu, Ze spolu geny NATA1 a NATA2 piimo sousedi v genomu A. thaliana
a jsou nejbliz§imi homology polyaminoacetyltransferasy u savci (Lou et al., 2016), byla
vyslovena hypotéza o funkci NATAZ2 jako polyaminoacetyltransferasa. Po provedeni
invitro testi s purifikovanym enzymem Arabidopsis NATA2 po piechodné genové

expresi v Nicotiana benthamiana, kdy pfi podavani ornithinu a sperminu jako substratu
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pro NATA2 doslo k vyrazné akumulaci CoA. Tato volna akumulace CoA signalizovala
prenos acetylové skupiny zacetyl-CoOA a také tvorbu N°®-acetylornithinu a N-
acetylsperminu. Mensi mnozstvi CoA bylo zjisténo také pii podani 1,3-diaminopropanu
a N-acetylputrescinu jako substratd (Lou, 2017).

Jak jiz bylo dfive zminéno, exprese genu NATAI1 je indukovana kyselinou
jasmonovou nebo koronatinem (Lou et al., 2016), zatimco exprese genu NATA2 je
indukovana primarné tepelnym stresem (Schmid et al., 2005). Byl vSak proveden
experiment s A. thaliana, kdy byl exogenné aplikovan spermin, ktery mél schopnost
chranit rostlinu pfed poskozenim zpisobenym tepelnym stresem. Tento vysledek
poukazal na toleranci rostlin vii¢i tepelnému stresu a také na dilezitost sperminu, ktery ji

pfi vyssich hladinach zvysuje (Sagor et al., 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie
o Acetyl-koenzym A (AppliChem, Némecko)
e Akrylamid (SERVA, Némecko)
e Ampicilin (Carl Roth, Némecko)
e Butan-1-ol (Lach-Ner, Ceska republika)
e Coomassie Brilliant blue R 250 (CBB R-250; VWR international, Belgie)
e Denarasa (c-LEcta, Némecko)
e Diaminopropan (Acros Organics, Belgie)
e Dodecylsulfat sodny (SDS; VWR international, Belgie)
e Fenylethylamin (Sigma-Aldrich, USA)
e Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)
¢ Glycin (AppliChem, Némecko)
e Hovézi sérovy albumin (BSA; Thermo scientific, USA)
e Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
e Chlorid hote¢naty (VWR international, Belgie)
e Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
e Chlorid vapenaty (VWR international, Belgie)
e Imidazol (Alfa Aesar, Némecko)
e Inhibitor proteas (Roche diagnostic, Némecko)
e Isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG; VWR international, Belgie)
e Kadaverin (Sigma-Aldrich, USA)
e Kit na méfeni koncentrace proteind (Pierce™ BCA Protein Assay Kit; Thermo
scientific, USA)
e Koenzym A (Cayman Chemical, USA)
e Kiyselina 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova (Acros Organics, Belgie)
e Kyselina ethylendiaminotetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)
e Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
o Kyselina 2-morfolinoethansulfonova (MES; Fluka, USA)
e Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)
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Kyselina trihydrogenboritd (AMRESCO, USA)

Kyselina trihydrogenfosforeéna (Lach-Ner, Ceska republika)
Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)

LB médium (Carl Roth, Némecko)

-merkaptoethanol (Fluka, USA)

Methanol (Lach-Ner, Ceské republika)

Mogovina (Lach-Ner, Ceské republika)

Napli separacnich kolon (His PurTM cobalt superflow agarose; Thermo
scientific, USA)

N,N'-methylenbisakrylamid (SERVA, Némecko)
N,N,N',N'-tetramethylenethylendiamin (GE Healthcare, PlusOne, USA)
Ornithin (Sigma-Aldrich, USA)

Persiran amonny (Bio-Rad, USA)

Putrescin (Sigma-Aldrich, USA)

Spermidin (Sigma-Aldrich, USA)

Spermin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)

Tryptamin (Sigma-Aldrich, USA)

Roztoky

Barvici roztok pro SDS PAGE: 0,1% (w/v) CBB R-250, 15% (v/v) kyselina
octova, 45% (v/v) methanol

Britton-Robinsondv puft 1. pro stanoveni pH optima (pH 4,0-11,0): 40 mmol-I™
H3POa, 40 mmol-1* CH3COOH, 40 mmol-1? H3BO3

Cistici roztok pro purifikaci proteinti: 6 mol-1" guanidin hydrochlorid, 1% Triton
X-100

Ekvilibra¢ni pufr pro purifikaci proteind (pH 8,0): 20 mmol1™ Tris-HCI,
10 mmol-1*t imidazol, 300 mmol-I"t NaCl, 5% (v/v) glycerol

Elektrodovy roztok pro SDS PAGE (pH 8,3): 25 mmol-1? Tris, 192 mmol-I*
glycin, 0,1% (w/v) SDS

Eluéni pufr pro purifikaci proteind (pH 8,0): 20 mmol-I" Tris-HCI, 250 mmol-I*
imidazol, 300 mmol-I"t NaCl, 5% (v/v) glycerol
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Laemmliho vzorkovaci pufr pro SDS PAGE: 950 pl Laemmliho pufru, 50 ul B-
merkaptoethanolu

Odbarvovaci roztok pro SDS PAGE: 7% (v/v) kyselina octova, 5% (v/v) methanol
Promyvaci pufr pro purifikaci proteini (pH 8,0): 20 mmol-I" Tris-HCI, 5% (v/v)
glycerol

Regeneraéni pufr pro purifikaci proteind (pH 5,0): 100 mmol-It MES,
500 mmol-I"* NaCl

Piistroje a vybaveni

Analytické véhy sartorius (Biotech, Ceska republika)

Centrifuga centrifuge 5430R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga HERAUS multifuge X3R centrifuge (Thermo scientific, USA)
Desintegrator OS (Constant systems, Anglie)

Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Inkubator Sanyo incubator (Schoeller, Ceska republika)

Laminarni box (MERCI, Ceska republika)

Michacka Basic C (IKA®, Némecko)

Parni sterilizator 3870 ELVC (Tuttnauer, Holansko)

pH metr pHenomenal pH 1000 L (VWR international, Belgie)

Rota¢ni tiepacka Loopster digital (IKA®, Némecko)

Sada automatickych pipet (Eppendorf, Némecko)

Separaéni kolonky His Pur™ cobalt spin columns (Thermo scientific, USA)
Spektrofotometr Lightwave 1l (Biochrom, Anglie)

Spektrofotometr UV-VIS 8453 (Agilent, USA)

Termoblock Accublock Digital Dry baths (Labnet internation, USA)
Ttepactka MaxQ 4000 (Thermo scientific, USA)

Ultrafiltra¢ni filtry Amicon® Ultra-15 Centrifugal filter units (Sigma-Aldrich,
USA)

Vortex MS3 basic (IKA®, Némecko)

Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac ™ Basic (Bio-Rad, USA)
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3.1.4 Biologicky material

e Bakterialni kultura Escherichia coli, ktera obsahuje plasmid pGEX, do kterého
byl vlozen otevieny ¢teci ramec pro piislusny protein AtNATA1 a AtNATA2

(poskytnuto Dr. Valérii Gaudin, Institut Jean-Piere Bourgin, Versailles, Francie)

3.2 Metody
3.2.1 Produkce bakterii a indukce exprese

Pro zmnoZeni bakterii bylo pfipraveno LB médium o koncentraci 25 g-I"%, které bylo
rozdéleno do zasobnich lahvi a autoklavovano pti 121 °C. Z pfipravené¢ho LB média bylo
odebrano 10 ml do ¢étyt Erlenmeyerovych banék pro NATAL a NATA2, do nichz bylo
pfiddno 10 ul antibiotika ampicilinu o koncentraci 100 mg-ml? (vysledna koncentrace
100 pg'ml?), dale také 1,2 pul bakterialni kultury E. coli nesouci gen pro produkci
rekombinantniho proteinu NATA1 a NATAZ2. Takto pfipravend prekultura byla
inkubovana pies noc pii 37 °C za stalého trepani.

Po inkubaci byly prekultury centrifugovany 5 min piti 5000 g a 10 °C, pticemz
nasledné byl supernatant odlit. Z Erlenmeyerovych banek pro NATALl a NATA2
obsahujicich 400 ml LB média a ampicilinu o vysledné koncentraci 100 pug-ml? bylo
odebrano po 10 ml. Tento objem byl ptidan do kazdé zkumavky obsahujici precipitat. Po
resuspendaci precipitatu zvortexovanim byl obsah jednotlivych zkumavek pielit zpét do
oznac¢enych Erlenmeyerovych ban€k pro NATA1 a NATA2. Ty byly ponechany na
tiepacce po dobu 3 hodin, dokud opticka hustota kultury pii 600 nm (ODsno) nebyla vyssi
nez 0,7. Kontrolné se tedy meéfila absorbance pomoci spektrofotometru pfi A = 600 nm,
kdy hodnota absorbance vzorku NATAI1 ¢inila 0,871 a vzorku NATA2 0,872.
Z jednotlivych kultur byl odebran vzorek (1 ml) pro SDS-PAGE, ktery byl oznacen
»Kultura® a uchovan pfi teploté -20 °C.

Poté bylo do kazdé Erlenmeyerovy bariky pfidano 80 ul 0,5 mol-I* IPTG (vysledna
koncentrace 100 pmol-I7) za uéelem indukce exprese. Kultura byla inkubovana pies noc
pti 20 °C na tiepacce.

Nasledné bylo provedeno dalsi spektrofotometrické méteni, pti némz bylo do kyvety
napipetovano 200 pl kultury z Erlenmeyerovy banky pro NATA1 a 800 pl destilované
vody, pti¢emz hodnota absorbance vzorku NATAT ¢inila 0,871. Pro méfeni absorbance
vzorku NATA2 bylo do kyvety napipetovano 200 pl kultury z ptislusné Erlenmeyerovy

baiikky a 1,8 ml destilované vody, kdy naméfend hodnota absorbance ¢inila 0,750. Na
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zakladé¢ zminéného spektrofotometrického méteni byl odebran druhy vzorek (200 pl
NATAL, resp. 120 ul NATA2) pro SDS-PAGE, ktery byl oznacen ,,exprese* a uchovan
pii teploté -20 °C.

Vsechny roztoky v Erlenmeyerovych baikach byly pielity do centrifugac¢nich kyvet,
které byly centrifugovany 30 min pii 4000 g a 10 °C. Po centrifugaci byl supernatant odlit
a do kazdé kyvety bylo piidano 35 ml 9 g-I"t NaCl. Ty byly zvortexovany a suspenze byla
prelita do 50ml plastovych zkumavek, které byly centrifugovany 5 min pii 5000 g
a 10 °C. Supernatant byl odlit a zkumavky se sedimentem bakterii byly ulozeny pfi
teploté -20 °C.

3.2.2 Rozbiti bakterii a purifikace enzymu

Purifikace enzymu probihala pomoci extrakce na zaklad¢ chelatacni chromatografie za
pouziti separa¢nich kolonek naplnénych His Pur™ cobalt superflow agarosou (Thermo
scientific, USA). Pfed nanesenim vzorku byly kolonky nejprve centrifugovany 30 s pii
30 g a 10 °C, aby doslo k odstranéni ethanolu, ve kterém byly uchovavany. Kolonky byly
tiikrat promyty 5 ml destilované vody, voda byla mezi jednotlivymi promytimi
odstranéna centrifugaci (30 g po dobu 30s). Posléze byl piidan Cistici roztok a po
inkubaci po dobu 15 minut na rotatoru (40 rpm) byla provedena opét centrifugace za
stejnych podminek. Kolonky opét také tfikrat promyty 5 ml destilované vody a opét
centrifugovany jako v pfedchozim kroku. Dale byly kolonky promyty regenera¢nim
pufrem, kdy pti pouZiti tohoto pufru byla nutnd inkubace po dobu 15 minut apo
centrifugaci (30 g po dobu 30 s) opét tiikrat destilovanou vodou a vzdy zcentrifugovany
(30 g po dobu 30 s).

Po poslednim promyti kolonek destilovanou vodou byla provedena ekvilibrace
kolonek, kolonky byly inkubovany s 5ml ekvilibracniho pufru na rotatoru po dobu
30 min pii 5°C a 40 rpm a zcentrifugovany (30 g po dobu 30 s). Inkubace kolonek
s ekvilibracnim pufrem probéhla tfikrat. Po kazdé provedené centrifugaci byl obsah
prote€eny kolonkou vylit. Takto pfipravené kolonky byly pouzity na purifikaci enzymu.

K rozbiti bakteridlnich bun¢k bylo do zkumavek obsahujicich rozmrazeny sediment
bakterii s exprimovanymi geny NATA1 a NATA2 napipetovano 5,26 ml destilované
vody, 750 ul 400 mol-I* Tris-HCI pH = 8,0 a 50 pl inhibitoru proteas. Obsah zkumavek
byl resuspendovan pomoci zvortexovani a napipetovan do desintegratoru, ktery byl

pfedem nastaven na 20 000 psi (138 MPa), komora dezintegratoru byla uzaviena
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a dezintegrator byl spustén. Po rozbiti bakterii byl obsah pfeveden do novych zkumavek.
Tento postup byl proveden pro kazdy vzorek zvlast.

K jednotlivym lyzatim byl poté pfidan 1 ul denarasy. Obsah byl lehce promichan
petindasobnym pievracenim zkumavky a inkubovén po dobu 30 minut pii 37 °C. Po
ukonceni inkubace bylo do zkumavek napipetovano 750 pl 50% (v/v) glycerolu a 750 pl
NaCl o koncentraci 1 mol:I* a zkumavky byly centrifugovany 30 min pti 12000 g
a 10 °C. Po centrifugaci bylo ze supernatantu odebrano 100 pl vzorku, ktery byl oznacen
»extrakce® a uchovan pii -20 °C.

Zbyly supernatant pielit do predem piipravenych separacnich kolonek. Tyto kolonky,
S nimiz bylo nasledné pracovéano v chladu pti 5 °C, byly ponechany na rotatoru po dobu
60 minut pfi 40 rpm. Po uplynuti 60 minut byla mobilni fize z kolonek odstranéna
centrifugaci pii 30 g po dobu 30 s za teploty 10 °C. Z prote¢eného obsahu bylo odebrano
100 ul vzorku, ktery byl oznaéen ,,flow-through® a uchovan pii -20 °C. Kolonky
S navazanym enzymem byly nésledné inkubovany s 5 ml ekvilibra¢niho pufru po dobu
2 minut na rotatoru pii 40 rpm a 5 °C a poté byla mobilni faze odstranéna centrifugaci
(30's, 30 g, 10 °C). Tato inkubace byla opakovana tiikrat.

Poté byly na kolonky naneseny 4 ml elu¢niho pufru a nasledovala inkubace na rotatoru
pti 5°C a 40rpm po dobu 30 min. Poté byla mobilni faze zkolonek odstranéna
centrifugaci (30 s, 30 g, 10 °C) a ptenesena do novych zkumavek. Eluce probéhla ve dvou
opakovanich. Z eluatu bylo odebrdno 100 ul vzorku, ktery byl po oznaceni ,.eluce®
uchovan pii -20 °C.

V dalsim kroku byl eluat castecné piepipetovan do ultrafiltraénich zkumavek
0 kapacit¢ 4 ml shrani¢ni molekulovou hmotnosti 10 kDa, které byly nasledné
centrifugovany po dobu 10 min pii 5000 g a 10 °C. Po centrifugaci byl vzdy pridan dalsi
dil eluatu a centrifugace se opakovala, dokud nebyl takto zakoncentrovan veskery eluat.
Na zavér byly pfidany 3 ml promyvaciho pufru, s nimz probéhla centrifugace za stejnych
podminek jako v pfedeslém kroku. Tento odsolovaci krok byl opakovan ttikrat. Vysledny
purifikovany enzym byl umistén do mikrozkumavek a uchovan pii -20 °C pro nasledujici

méieni.

3.2.3 Kontrola purifikace enzymu pomoci SDS-PAGE
Pro SDS-PAGE elektroforézu na polyakrylamidovém gelu byl ptipraven 12% délici gel

a 4% zaosttovaci gel (Tab. 1). Po ptipravé smési pro d€lici gel byla zahajena polymerace
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pfidanim persiranu amonného a smés byla nalita mezi pfedem pfipravend skla,
prevrstvena butan-1-olem a ponechana ke ztuhnuti. Po ztuhnuti gelu byl butan-1-ol odlit
a gel byl proplachnut destilovanou vodou.

Nasledn¢ byla pfipravena smés pro zaostfovaci gel, jejiz polymerace byla opét
zahdjena ptidavkem persiranu amonného. Po zahdjeni polymerace byla smés nalita mezi
skla na d¢lici gel s hladinou cca 3 mm pod okraj skel. Do smési byl vsunut hiebinek

a dany gel byl ponechan k tuhnuti po dobu 15 az 20 minut.

Tab. 1 Ptehled jednotlivych slozek pro ptipravu 12% déliciho gelu a 4% zaostfovaciho gelu.

Jednotlivé slozky Délici gel ojer (m%)aostrovam gel
Smés akrylamidu (30%) a bisakrylamidu (1%) 4,0 0,65
Tris-HCI (1,5 mol-I?, pH 8,8) 2,5 -
Tris-HCI (0,5 mol-1*, pH 6,8) - 1,25
Destilovana voda 3,2 2,95
Dodecylsulfat sodny (SDS, 10%) 0,100 0,100
N,N,N',N'-tetramethylenethylendiamin 0,015 0,015
Persiran amonny (SDS, 10%) 0,050 0,060
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Mezitim byly pfipraveny bakteridlni vzorky, a to kultura pied indukci exprese a po
expresi, které byly rozmrazeny a centrifugovany po dobu 5 min pii 5000 g a 10 °C.
Supernatant byl odlit a k peletu bylo nésledné pfidano 20 ul mocoviny o koncentraci
8 mol-1"t. Mikrozkumavky se vzorky byly zvortexovany a dale bylo napipetovano 20 pl
Laemmliho vzorkovaciho pufru. Opét byl obsah mikrozkumavek zvortexovan a poté byl
povaren na termobloku po dobu 5 min pfi 100 °C a stocen. K 50 ul vzorku z extrakce
Z bakterialniho sedimentu, ,,flow-through“ vzorku a vzorku z eluce byl pfidan stejny
objem (50 ul) vzorkovaciho pufru. Obsah vSech jednotlivych vzorki byl zvortexovan,
povaren na termobloku po dobu 5 min pii 100 °C a stocen.

Gely po ztuhnuti byly umistény do elektroforetické komurky, kdy do obou
elektrodovych prostorti byl nalit elektrodovy roztok. Nésledné¢ byl z gelu vytazen
hiebinek a byly naneseny vzorky spole¢né s markerem Novex® Sharp Pre-Stained Protein
Standard od firmy Invitrogen. Naneseny objem vzorkt ¢inil 10 pl, zatimco markeru byly
naneseny 4 ul. Po uzavieni elektroforetické komurky bylo nastaveno napéti na
120 V a byla spusténa elektroforéza. Po dosazeni déliciho gelu bylo zvySeno napéti na
180 V. Elektroforéza byla ukoncena po dosaZeni konce gelu.

Gel byl piesunut do Petriho misky a ponotfen do barviciho roztoku a ponechan na
tiepacce pies noc. Poté byl odlit barvici roztok a ptidan odbarvovaci roztok. Odbarvovaci
roztok byl vyménovan po hodin€é az do odbarveni gelu. Po uplném odbarveni byl gel
vyfocen pomoci piistroje Gel Doc™ EZ Imager ovladan pomoci softwaru Image Lab

6.0.1 a vyhodnocen.

3.2.4 Stanoveni koncentrace proteinti metodou BCA

Koncentrace proteint byla méfena spektrofotometricky za pouZiti kyseliny
bicinchoninové (BCA), kterd je schopna tvofit s Cu® ionty v alkalickém prosttedi
modrofialovy komplex, ktery je produkovany pii reakci proteinu s Cu?* ionty a je
detekovan pii A = 562 nm (Smith et al., 1985).

Pro stanoveni kalibra¢ni fady byly nejprve piipraveny dva roztoky BSA o koncentraci
10mg-ml* a 05mgml?!. Ztakto pfipravenych roztoki byl do jednotlivych
mikrozkumavek napipetovan roztok obsahujici 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40 a 50 pg BSA
pro vytvofeni kalibra¢ni fady. Poté byly do dalSich tff mikrozkumavek napipetovany 4 pl
roztoku NATAI1 a do dalSich tfi mikrozkumavek stejny objem NATA2. Tésné pied

méfenim byl pfipraven reakéni roztok smisenim 20 ml ¢&inidla A (26 mmol-17?
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bicinchoninan sodny, 160 mmol-1? Na;COs, 700 mmol-1? vinan sodny, 110 mmol-1*
NaHCOs, 100 mmol-1"t NaOH) a 600 pl ¢inidla B (16 mmol-1"t CuSOQs).

Ke vSem vzorkim pficemz 1 ml byl napipetovan reak¢niho roztoku, jako blank byl
vyuzit 1 ml reakéniho roztoku. Vsechny mikrozkumavky byly zvortexovany
a inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C. Nejprve byla métena absorbance kalibra¢ni
fady a poté zbylé roztoky s NATA1 a NATA2 pii A = 562 nm. Ze zavislosti absorbance
na koncentraci BSA byla odvozena rovnice pfimky, z které se pomoci namétenych

absorbanci vzorku spocetla jejich koncentrace.

3.2.5 Stanoveni substratové specificnosti enzymu

Aktivita studovaného enzymu byla méfena spektrofotometricky za pouziti Ellmanovy
spektroskopické metody, jejiz podstatou je interakce thiolové skupiny koenzymu A
s kyselinou 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou za soub&zného uvolnéni 5-merkapto-2-
nitrobenzoového aniontu, ktery je detekovan pti A =412 nm (Obr. 12) (Ellman et al.,

1961).
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Obr. 12 Princip detekce a!<tivity NATA s vyuzitim Ellmanovy metody: (A) Acetylace aminu
katalyzovana NAT, (B) Stépeni DTNB a vznik chromoforu, (C) Pfechod chromoforu na
detekovanou formu (Vytvotfeno pomoci programu ChemSketch).
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Nejprve byla pfipravena reakéni smés, kterda obsahovala DTNB o koncentraci
625 umol-1", Tris-HCI o koncentraci 125 mmol-1? a pH =7,5, 12,5% (v/v) glycerol,
EDTA o koncentraci 2,5 mmol-1t a pH = 7,5. Také byly piipraveny roztoky amint L-
ornithinu, diaminopropanu, putrescinu, kadaverinu, spermidinu, sperminu, tryptaminu
a fenylethylaminu o koncentraci 50 mmol‘1?. P¥i¢emz diaminopropan byl pro dosazeni
neutralniho pH rozpustén v kyseling chlorovodikové o koncentraci 100 mmol-1?, zatimco
zbylé aminy potizené jako hydrochloridy byly rozpustény v destilované vod¢. Nasledné
byl ptipraven roztok acetyl-CoA o koncentraci 25 mmol-1™2.

Poté bylo provedeno spektrofotometrické méfeni bez enzymu slouzici k odecteni
ptipadného samovolného vzniku zbarveni, s enzymem NATAL a poté s NATAZ, kdy do
kyvet byly napipetovany jednotlivé latky v ptislusném potradi (Tab. 2), kyvety byly
promichany a byla méfena absorbance pfi A = 412 nm po dobu 15-30 minut s intervalem
méfeni 16 s, pfiCemz kyvetovy prostor byl vyhtivan na 30 °C. Jako blank byla pouzita
smés v kyveté¢ po promiseni, té¢sné pred ptridavkem ptislusného aminu. M¢feni bez

enzymu bylo provedeno dvakrat, zatimco méfeni s jednotlivymi enzymy probéhlo tfikrat.

Tab. 2 Prehled napipetovanych latek a jejich objemy u jednotlivych méfeni pro stanoveni
substratové specifi¢nosti enzymu.

Latky Meéfeni bez enzymu Meéfeni s enzymem Megéfteni s enzymem
(blank) NATA1 NATA2
Objem (ul)
Reakéni smés 800 800 800
Destilovana voda 80 78 86
Enzym - 2 4
Acetyl-CoA 20 20 10
Ptislusny amin 100
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Pro vlastni kalibraci metody byla nejprve pfipravena stejna reakéni smés jako
Vv predeslém méteni. Do mikrozkumavky byl pfipraven roztok koenzymu A o koncentraci
1 mmol-I"t. Nasledné byla vytvotena koncentraéni fada roztok (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
125, 150, 200 pmol-1%). Do kyvety byla napipetovana reakéni smés, destilovanou vodu
a koenzym A o celkovém objemu 1 ml. Poté byla métena absorbance pii A = 412 nm, kdy
jako blank bylo pouzito 800 ul reakéni smési a 200 pl destilované vody. Namétené
hodnoty byly dale pouzity pro vypocet molarniho absorp¢niho koeficientu pomoci vzorce
Lambert-Beerova zakona:

A= ¢€-c-l

kdy A predstavuje absorbanci, € [I-molt-cm™] vyjadiuje molarni absorpéni koeficient,

¢ [mol-17] je koncentrace roztoku a | [cm] udava délku kyvety.

3.2.6 Méreni vlivu soli na aktivitu enzymu

Pro méfeni vlivu soli na aktivitu enzymu byl nejprve pfipravena reakéni smes, ktera
obsahovala DTNB o koncentraci 1,25 mmol-1?, Tris-HCI o koncentraci 250 mmol-1*
apH =75, EDTA o koncentraci 5,0 mmol-I* a pH = 7,5. Nésledné byl pfipraven roztok
diaminopropanu o koncentraci 100 mmol-1? v kyseliné chlorovodikové o koncentraci
200 mmol-1?, roztok acetyl-CoA o koncentraci 50 mmol-1*! a také roztoky soli NaCl, KCl,
MgCl; a CaCly, jejichz koncentrace ¢inila 5 mol 1™,

Bylo ptipraveno 8 kyvet, do nichz bylo v ur€itém potadi (Tab. 3) napipetovano 400 pl
reakéni smési, 200 pl 50% (v/v) glycerolu, 200 pl roztoku dané soli, enzym s rozdilnym
objemem pro NATAL (2 ul) a pro NATA2 (4 ul) a destilovana voda. Obsah kyvet byl
protfepan a inkubovan po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Poté bylo do kyvet
dopipetovano 10 ul acetyl-CoA, pftistroj byl vyblankovan, bylo pfidano 50 pl
diaminopropanu a byla méfena absorbance pii A = 412 nm. Vysledny objemem v kyveté
¢inil 1 ml. Obsah kyvet 1 a 2 byl pouzit k detekci pfipadného samovolného zbarveni

smési.
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Tab. 3 Piehled napipetovanych latek v jednotlivych kyvetach pro méfeni vlivu soli na aktivitu
enzymu.

Latky Kyveta
¢. 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4 ¢.5 ¢.6 ¢.7 ¢. 8
Reak¢ni smés ano ano ano ano ano ano ano ano
Glycerol - ano - ano - ano - ano
Sul ano ano ano ano ano ano ano ano
Enzym - - ano ano ano ano ano ano
Destilovana voda ano ano ano ano ano ano ano ano
Acetyl-CoA ano ano ano ano ano ano ano ano
Diaminopropan ano ano ano ano ano ano ano ano

3.2.7 Planované experimenty

Vzhledem k epidemické situaci v CR v souvislosti s pandemii onemocnéni COVID-19
zpusobenou koronavirem SARS-CoV-2 avladnimi opatfenimi v boji proti tomuto
onemocnéni véetné zakazu osobni pfitomnosti studentli ve Skolach byla provedena jen
mala ¢ast plivodné planovanych experimentd. V prvni fazi se jednalo zejména o stanoveni

pH optima a zakladnich kinetickych parametrii reakce.

3.2.7.1 Stanoveni pH optima

Pro stanoveni pH optima by byla nejprve pfipravena reakéni smés o slozeni 5 mmol 1
EDTA pH =75, 1,25 mmol I DTNB, 25% (v/v) glycerolu a destilované vody. Také by
byl ptipraven Britton-Robinsontv pufr I. s rozsahem pH 4,0-11,0 nastaveného pomoci
NaOH, 100 mmol-1? roztok diaminopropanu aroztok acetyl-CoA o koncentraci
50 mmol-I*.

Do kyvet by bylo napipetovano 400 pl reakéni smési, 400 ul Britton-Robinsonova
pufru I. o daném pH, destilovana voda, enzym s rozdilnym objemem pro NATAT1 (2 pl)
apro NATAZ2 (4 ul), 10 ul acetyl-CoA a 50 ul diaminopropanu, pficemz celkovy objem
v kyveté by ¢inil 1 ml. Kyvety by byly promichany a byla by métena absorbance pii
A = 412 nm, pti¢emz kyvetovy prostor by byl vyhfivan na 30 °C.

3.2.7.2 Stanoveni kinetickych parametru

Pro stanoveni kinetickych parametrt by byla pfipravena reakéni smés o stejném slozeni

jako pfi stanoveni substratové specifi¢nosti enzymu. Déle by byl pfipraven roztok acetyl-
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CoA a vybranych aminti o koncentraci odpovidajici zdsobnim roztoklim pouzitym pfi
stanoveni substratové specificnosti.

Do kyvet by bylo napipetovano 800 ul reakéni smési, enzym s rozdilnym objemem
pro NATALl (2 ul) a pro NATA2 (4 ul), 20 pl acetyl-CoA (vysledna koncentrace
500 umol-1"), destilovana voda a piislusny amin. Koncentrace aminu by zavisela na
potfebach konkrétniho méfeni (pravdépodobné od 0,05 do 10 mmol-1?t). Celkovy objem
Vv kyveté by byl 1 ml. Poté by bylo provedeno spektrofotometrické méteni pii A = 412 nm
a teploté 30 °C po dobu 20-30 min s intervalem ode¢tu absorbance 16 s. Vysledky by byly
pribézn¢ zaznamenavany a vyhodnocovany v programu Microsoft Excel 2016 pomoci
linearizace dle Lineweavera a Burka.

Stanoveni kinetickych parametri pro acetyl-CoA by probéhlo obdobnym zptsobem.
Jako substrat by byl pouzit diaminopropan o stalé koncentraci 5,0 mmol1?, rozsah
koncentraci acetyl-CoA se ptedpokladal od 20 do 2000 pmol-17.

Zakladni kinetické parametry, a to Michaelisova konstanta (Km) a limitni rychlost
(Viim) by byly definitivné vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 8 za pouziti rovnice
Michaelis-Mentenové v = (Viim'[S])/(Km+[S]) a v piipadé, ze by doslo k inhibici
nadbytkem substratu, byly by oba parametry vcetné inhibi¢ni konstanty (Kj) uréeny za

vyuziti rovnice v = (Viim*[S])/(Km+[S]-(1+[S]/Kj)).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Purifikace enzymu

Z jedné kultury bylo ziskéno ptiblizn¢ 700 pl roztoku NATAT1 a 800 pl roztoku NATA2
o specifické aktivité uvedené v Tab. 4. Po purifikaci studovaného enzymu byla provedena
SDS-PAGE elektroforéza pro kontrolu exprese a purifikace. Z elektroforegramu pro
ptislusny enzym NATAL a NATA2 (Obr. 13) je patrné vytvoteni dvou bandu, pfi¢emz
oznaceny band ndlezi studovanému enzymu a druhy band s molekulovou hmotnosti

~60 kDa patfii chaperoninu z E. coli.
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Obr. 13 SDS-PAGE gely NATAL (A), NATAZ2 (B) s ozna¢enym studovanym proteinem. Potadi
vzorkid (M) proteinovy marker, (1) Bakterialni kultura E. coli pted indukci exprese, (2) Kultura
E. coli po expresi, (3) Extrakce z bakterialniho sedimentu, (4) Flow-through, (5) Eluce.
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Pro stanoveni koncentrace proteinii byla sestrojena kalibra¢ni ktivka (Obr. 14),
pfiCemz zrovnice piimky byla spo¢tena koncentrace proteinti, kterd byla nasledné
pouzita i pro vypocet specifické aktivity ziskanych obou enzymu (Tab. 4). Také byla
provedena kalibrace spektrofotometrické detekce 5-merkaptonitrobenzoového aniontu se
sestrojenim kalibrac¢ni kiivky (Obr. 15) pro Gcely méteni aktivity enzymd.

Ze spoctenych hodnot specifické aktivity jednotlivych enzymt vyplyva, ze NATA1L
vykazoval vyssi specifickou aktivitu ve srovnani s NATAZ2.

Ve studii Chen et al. (2003) uvadéji hodnotu specifické aktivity lidské SSATI1
0,0067 nkat-mg™ a pro SSAT2 0,0038 nkat-mg™ za pouZiti sperminu jako substratu. Také
za pouziti putrescinu jako substratu je hodnota specifické aktivity SSATI
0,0015 nkat-mg™® a pro SSAT2 0,0012 nkat-mg™. Pro srovnani aktivity rostlinného
a lidského enzymu byla podle studie Hickman et al. (1998) také pozorovana vyssi aktivita
u lidské NAT1 nez u NAT2. Dale Kawamura et al. (2005) potvrdili ptekryvajici se, ale
stale velmi odlisnou specifickou aktivitu lidské NAT1 a NAT2 a také poukazali na
podobnost specifické aktivity kie¢¢i NAT2 spise s lidskou NAT1 nez s NAT2.
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Obr. 14 Kalibra¢ni graf BSA s vyobrazenou rovnici pfimky pro stanoveni koncentrace proteint
metodou BCA.
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Obr. 15 Kalibraéni graf s vyobrazenou rovnici piimky pro stanoveni hodnoty molarniho
absorpc¢niho koeficientu pfi vlastni kalibraci metody.

Tab. 4 Spoétené hodnoty koncentrace proteinti a specifické aktivity u enzymi NATA1 a NATA2.
Mgéfeni aktivity probihalo pfi teplot¢ 30°C a koncentraci acetyl-CoA 250 pmol-I*
a diaminopropanu 5,0 mmol -1,

Enzym Konc. proteint (mg-ml™) Spec. aktivita (nkat:mg™)
NATAL 2,0623 1,4802
NATA2 4,6300 0,0708

4.2 Stanoveni substratové specificnosti enzymu
Substratova specificnost enzymu byla méfena pro jednotlivé substraty o stalé koncentraci
5 mmol-1 (Obr. 16). Je patrné, ze diaminopropan byl acetylovan obéma enzymy vcelku
solidné. NATAI1 acetylovala ornithin rychleji neZz diaminopropan (127 %), zatimco
NATAZ2 pomaleji neZ diaminopropan (16 %). Ostatni testované aminy vcetné tryptaminu
a fenylethylaminu byly jen slabymi substraty obou enzymi. Dal§imi testovanymi
substraty, jejichz méfeni bylo planovano, ovSem vzhledem k zakazu prezen¢ni vyuky
nerealizovano, by byly agmatin, norspermidin, lysin, histamin, ethylendiamin, thialysin
¢1 hydroxylysin.

Ve studii Lou et al. (2016) byly pro potvrzeni katalytické aktivity enzymu NATALI
a zjisténi preferenci substratu provedeny in vitro testy s purifikovanym enzymem
Arabidopsis NATAL po expresi v E. coli, kdy vysledky poukazaly, ze nejpreferovanéjsim
substraitem pro NATAL je ornithin s relativni aktivitou 100 %, déale putrescin 40 %
a diaminopropan 20 %. Naproti tomu Jammes et al. (2014) uvadi v piipadé NATAI1

vyraznou preferenci diaminopropanu pied putrescinem.
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Obr. 16 Graf stanoveni substratové specifiénosti NATA1 a NATA?2 pii teploté 30 °C, koncentraci
substratu 5,0 mmol-I* a acetyl-CoA 250 umol-I*t. ORN (ornithin), DAP (diaminopropan), PUT
(putrescin), CAD (kadaverin), SPD (spermidin), SPM (spermin), TRYPT (tryptamin), PHETA
(fenylethylamin).

4.3 Stanoveni vlivu soli na aktivitu enzymu

Salinita se fadi mezi hlavni abiotické stresy u rostlin, pfi¢emz vyssi koncentrace soli jsou
toxické a zptsobuji nejen vyssi akumulaci polyamini, ale také mohou naruSovat aktivitu
enzymi (Groppa a Benavides, 2007).

V experimentalni ¢asti bakalatské prace byl méten vliv vybranych soli pfi koncentraci
1 mmol-I* na aktivitu enzymu, kdy viechny testované ionty vedly k poklesu aktivity
enzymu s vyjimkou Ca?*, ktery aktivitu zvysoval. Po porovnani vliv NaCl na aktivitu
NATAL byl mensi, zatimco u NATA2 byl vétsi (Obr. 17). Piitomnost glycerolu vedla
obvykle k vyssi aktivité¢ enzymu, coZ ukazuje na jeho protektivni Gi€inky. Pouze v ptipade
KCluNATAZ1 a CaClz u obou enzymii vedla pfitomnost glycerolu k vyrazné nizsi aktivité
enzymu.

Ve studii Andres et al. (1987) byl béhem kinetickych studii kralici NAT pozorovan
silny ucinek soli na aktivitu daného enzymu. U NaCl a KCl, jejichz koncentrace ¢inila
350 mmol-I, byla pozorovana 50% inhibice enzymu, aviak MgClz a CaCl, s koncentraci
10 mmol-I byly prokazany jako mnohem silng&jsi inhibitory. Také Chang a Chung (1998)

zkoumali vliv soli na enzymovou aktivitu E. coli NAT. Aktivita studovaného
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bakterialniho enzymu byla inhibovana fadou soli o koncentraci 0,5 mmol-I?, pficemz
MgCl,, CaCl, vykazovaly opét vyssi inhibici nez KCI.

Pokud by nenastalo uzavieni vysokych skol pro prezen¢ni vyuku, bylo v planu zméfit
vliv téchto soli na aktivitu NATA 1 pfi jejich nizs§i koncentraci, pravdépodobné 50-
100 mmol-1". Také by doslo ke stanoveni vlivu n&kterych dalsich soli, kterymi by byly
napiiklad FeCly, FeCls ¢i CuCla.
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Obr. 17 Graf stanoveni vlivu soli na aktivitu enzymu pfi koncentraci soli 1,0 mmol-I* bez obsahu
glycerolu a s 10% glycerolem (GOL).
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4.4  Planované experimenty
Stanoveni pH optima a kinetickych parametri nebylo mozné realizovat z davodu
vladnich opatteni souvisejicich s epidemii Covid-19. Tyto planované experimenty by dale
mohly vést k lepSimu objasnéni funk¢ni charakterizace Arabidopsis NATAL a NATA2.
Ocekavané vysledky hodnot pH optima studovaného enzymu se mohou pohybovat
v rozmezi hodnot stanovenych pro jiné organismy ¢i lidské hodnoté (Tab. 5). Také
hodnoty zakladnich kinetickych parametrii jako napiiklad Km se mohou blizit hodnotam
naméfenych u jinych organismu (Tab. 6), které se v§ak mohou lisit v zavislosti na riiznych
podminkach pfi méfeni jako je pH nebo teplota. Ve studii Lou et al. (2016) byla méfena
Km Arabidopsis NATA1, jejiz hodnota pro ornithin &inila 133 + 7,37 umol-1?%, pro
diaminopropan 707 + 128 umol-1" a pro acetyl-CoA 70,7 = 18,9 umol-1*. Pokud by se
Vv prib&hu méteni ukazalo, ze hodnoty Km vyrazné ptesahuji uvedené hodnoty (vice nez
2,0 mmol 1 pro jednotlivé aminy a vice nez 200 pmol-1? pro acetyl-CoA), bylo by
rovnéz nutné zopakovat stanoveni substratové specificnosti a vlivu soli pii pouziti

takovych koncentraci substratd, u nichz lze ptedpokladat nasyceni enzymu.

Tab. 5 Hodnota pH optima studovaného enzymu u vybranych organismtl.

Organismus Latinsky nazev pH optimum Zdroj
Skrkavka praseci Ascaris suum 77-79 Wittich a Walter
(1989)
Kieéek ¢insky Cricetulus griseus 7,8 McCloskey a Pegg
(2003)
Potkan Rattus norvegicus 7,8:8,0 Takao et al. (2008),
Seiler a Al-Therib
(1974)
Clovek Homo sapiens 7,2;7,8;8,0 Chen et al. (2003),

Aubel et al. (2003),
Hedge et al. (2007)

Tab. 6 Hodnota Kn studovaného enzymu pro substraty acetyl-COA a diaminopropanu
u vybranych organismd.

Organismus Latinsky nazev Substrat Km (mmol-1) Zdroj
Skrtavka prase¢i  Ascaris suum Acetyl-CoA 0,0077 Wittich a Walter
Diaminopropan 1,2500 (1989)
Potkan Rattus Acetyl-CoA 0,0015; 0,0130  Ragione a Pegg
norvegicus (1982), Takao et
al. (2008)
Clovek Homo sapiens Acetyl-CoA 0,0038 Hedge et al.
Diaminopropan 0,1070 (2007)
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5  ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe zahrnujici biosyntézu a katabolismus
polyamind, regulaci hladiny polyamini a jejich transport v rostlinach, acetylace
polyaminii, déale také N-acetyltransferasovou aktivitu 1 a 2 spole¢né s jejich funkci
a lidskou N-acetyltransferasu, pti¢emz ziskané teoretické poznatky byly podloZzeny
experimentalni Casti.

V experimentalni Casti byly vyprodukovany Arabidopsis NATA1 a NATA2
Vv bakterialni kultufe E. coli. Oba isoenzymy byly nasledné¢ vypurifikovany a pomoci
metody BCA byla stanovena jejich koncentrace. Také byla méfena substratova
specificnost studovaného enzymu a vliv vybranych soli na jeho aktivitu. Stanoveni pH
optima a kinetickych parametri bylo z divodu epidemické situace pouze teoreticky
zpracovano za pomoci jiz provedenych studii.

Z naméfenych hodnot v experimentalni ¢asti byla potvrzena rozdilnd substratova
specificnost NATAL a NATAZ2. Ornithin byl acetylovan pomoci NATAI1 rychleji nez
diaminopropan, zatimco v ptipadé NATA2 se jednalo o velmi slaby substrat. Také byl
potvrzen rozdilny vliv soli na aktivitu enzymu, pfi¢emz piitomnost soli zptisobila snizeni
jeho aktivity. Dale po provedeni vlastni kalibrace metody byla potvrzena hodnota

molarniho absorpcniho koeficientu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AANAT
ABA
ADC
AlH
AMADHSs
ARG
ARGAH
AtLAT
AUH
BCA
BSA
Col1
CPA
DAO
DTNB
GABA
IPTG
JA
JA-lle
LAT
LDC
MeJA
NAOD
NAT
NATA
OAT
OoDC
OTC
PA
PABA
PAO
PAR1
PAS
PDR11
PQ
RMV1
SA
SAMDC
SPDS
SPMS
SSAT

arylalkylamin N-acetyltransferasa
abscisova kyselina
arginindekarboxylasa
agmatiniminohydrolasa
aminoaldehyddehydrogenasy

arginasa

gen arginasy

gen Arabidopsis L-typ aminokyselinovych transportért
agmatin ureohydrolasa

bicinchoninova Kyselina

hovézi sérovy albumin

receptor signalni drahy kyseliny jasmonové
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
diaminooxidasa
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
y-aminomadselna kyselina
isopropyl-pB-D-1-thiogalaktopyranosid
jasmonova kyselina

jasmonyl izoleucin

L-typ aminokyselinovych transportért
lysindekarboxylasa

methyl jasmonat
N-acetylornithindeacetylasa

arylamin N-acetyltransferasa
N-acetyltransferasova aktivita
ornithinacetyltransferasa
ornithindekarboxylasa
ornithintranskarbamylasa

polyaminy

p-aminobenzoova kyselina
polyaminooxidasa

gen rezistentnich paraquat mutant
p-aminosalicylova kyselina

transportni protein paraquatu pres plazmatickou membranu
paraquat

gen rezistence na methyl viologen 1
salicylova kyselina
S-adenosylmethionindekarboxylasa
spermidinsyntasa

sperminsyntasa

spermin/spermidin N*-acetyltransferasa
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