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Aminoaldehyddehydrogenasy patfi do rodiny
ALDH10 nadrodiny  aldehyddehydrogenas,  které
katalyzuji oxidaci ®-aminoaldehydd na odpovidajici
o-aminokyseliny.  Tyto enzymy jsou NAD(P)"
dependetni, jako koenzym muze slouzit 1 synteticky
pfipraveny koenzym thioNAD®.
Aminoaldehyddehydrogenasy z hrachu obsahuji dva
isoenzymy, kdy diky rozdilnym interakcim s NAD'
athioNAD* lze detegovat aktivitu jednotlivych
isoenzymul.

V této  bakalarské praci byla zméfena  aktivita
z vypéstovanych semenacki hrachu setého (Pisum
sativum) v nékolika kombinacich substratti a koenzymu.
Aktivita enzymu byla zméfena spektrofotometricky
a po provedeni nativni elektroforézy a isoelektrické
fokusace detegovana v gelu. Ptitomnost enzymu byla
potvrzena méfenim hmotnostnich spekter.
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1 UVOD

Polyaminy jsou latky, které se v rostlinach uplatiiuji pii stabilizaci makromolekul a dale
plni funkci regulacnich molekul, kdy kromé kontroly bunééného déleni hraji dulezitou
roli v odpovédi na bioticky a abioticky stres (Alcazar et al., 2009; Takahashi a Kakehi,
2010) Polyaminy a diaminy jsou degradovany procesy oxidace a oxidacni deaminace
za Gidasti enzymii polyaminoxidas nebo diaminoxidas (Sebela et al., 2000). Touto reakci
vznikaji odpovidajici aminoaldehydy, které predstavuji substraty
pro aldehyddehydrogenasy.

Aldehyddehydrogenasy jsou enzymy vyskytujici se v mikroorganismech, rostlinach
| zivoCiSich. Tato nadrodina se d¢li do nékolika rodin a podrodin. Rostlinné
aminoaldehyddehydrogenasy patii do rodiny ALDH 10. Katalyzuji oxidaci
o - aminoaldehydt na jejich odpovidajici ® - aminokysleiny nebo karboxylové kyseliny
v ptitomnosti koenzymu NAD(P)* (Sebela a Duchoslav, 2009).

AMADH se objevuje v nékolika metabolickych drahach, kromé katabolismu
polyamind se jedna o produkci osmoprotektantti a biosyntézu karnitinu (Kopecny et al.,
2013). AMADH existuji v aktivni formé u rostlin jako homodimery (Tylichova et al.,
2010).

Z rodiny AMADH je nejlépe prostudovany enzym z hrachu seté¢ho (Pisum sativum),
PsAMADH, ktery se vyskytuje ve dvou isoformach PsAMADH1 a PsAMADH?2.
(Tylichova et al., 2010). Ob¢ isoformy se skladaji z 503 aminokyselin a shoduji se
v sekvencich z 80% (Sebela et al., 2000; Brauner et al., 2003). Mezi nejlepsi substraty
patii napi. 3-aminopropanal, 4-aminobutanal a 4-guanidinobutyraldehyd, ale nedokaze
oxidovat betainaldehydy (Sebela et al., 2000). Obé& formy PSAMADH projevuji podobné
reakéni rychlosti a afinitu k NAD*, v pfipadé synteticky pfipraveného koenzymu
thioNAD" vykazuji velmi rozdilné preference (Tylichova et al., 2010). Diky tomu by bylo
mozné experimenty s thioNAD* a substraty 3-aminopropanalem a 4-aminobutanalem

rozlisit vyskyt obou isoenzymtl.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadrodina aldehyddehydrogenas

Aldehyddehydrogenasy (ALDH) jsou enzymy, které tvoii nadrodinu oxidoredukénich
enzymu. Tato nadrodina méa nékolik podrodin. Do rodiny ALDH10 patfi mimo jiné
I rostlinné aldehyddehydrogenasy, které nazyvame aminoaldehyddehydrogenasy
(AMADH) s odkazem na jejich lepsi substraty (Frommel et al., 2015). Nadrodina ALDH
je rozdélena do genovych rodin a podrodin na zakladé procenta identity kazdého proteinu
Ve srovnani s ostatnimi proteiny. ALDH protein z jedné rodiny je definovan jako takovy,
ktery je méné nez z 40% podobny proteinu z kterékoliv jiné rodiny (Sophops et al., 2001).
Proteiny, které si jsou podobné vice, pak tvofi rodinu.

ALDH nadrodina  zahrnuje  skupinu  NAD(P)*-dependentnich  enzymd,
které metabolizuji Sirokou $kalu endogennich a exogennich alifatickych a aromatickych
aldehydovych molekul jejich oxidaci na odpovidajici karboxylové kyseliny (Lindahl,
1992). ALDH jsou znamy ve form¢ dimeru nebo tetrameru, ovS§em jako minimalni
funkéni oligomer byl identifikovan dimer, protoze disociace na podjednotky se zda byt
neslucitelnd s katalytickou funkei. Aktivni misto se tvofi na rozhrani podjednotek,
zde u PSAMADH substrat reaguje s aminokyselinovym zbytkem C294, ktery se nachazi
mezi mistem navazani koenzymu NAD" a mistem pro navazani substratu. Dalsi residua
zapojena V katalytické reakei, konkrétné€ se jedna o Asn162 a Glu260, se vyskytuji na dn¢
substratového tunelu (Tylichova et al., 2010).

2.2 Aminoaldehyddehydrogenasy

Aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH) je NAD* dependentni enzym, ackoli bylo
prokéazano, ze nékteré AMADH mohou akceptovat i NADP®, nicméné reakce nésledné
bézi pomaleji. Enzym katalyzuje oxidaci riznych w-aminoaldehydii a nékterych dalsich
aldehydovych substratd za vzniku odpovidajici ®-aminokyseliny nebo karboxylové

kyseliny - schéma reakce znézortiuje obr. 1 (Sebela a Duchoslav, 2009).
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Obr. 1 Reakce aminoaldehyddehydrogenas. Symbol R znazoriuje alkylovy fetézec v délce 2-6
uhlikovych atomi (pfevzato z Sebela a Duchoslav, 2009).

Aminoaldehydy vznikaji napf. pfioxidacni deaminaci diaminii ¢i monoamind,
nebo oxidaci polyaminti (Sebela et al., 2000). Reakce AMADH zahrnuje nukleofilni atak
katalytickym cysteinem na aldehydovy substrat, nasleduje thioesterovd forma a pfesun
hydridu na koenzym. (Wymore et al., 2004). Takze pii oxidaci aminoaldehydt sou¢asné
dochazi k redukci koenzymu NAD*.

2.2.1 AMADH - u¢ast v metabolismu

AMADH se objevuje v nékolika metabolickych drahach, jsou jimi katabolismus
polyamind, produkce osmoprotektantti a biosyntéza karnitinu (Kopeény et al., 2013).
ALDH 10 tak spojuji tfi nepiibuzné metabolické drahy: metabolismus polyamind,
cholinu a lysinu. Klasifikace jednotlivych ¢lent je tedy vztazena na substratovou
specificnost, na zaklade¢ které ji rozd¢lujeme na:

a) 4 — aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19)

b) 4- guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54)

¢) betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)

d) 4 — trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47)
(Tylichova et al., 2010).

Dalsi dulezitou funkci je degradace reaktivnich aldehydd vzniklych pifi poSkozeni
lipidd v bunéénych membranach. Mnoho takto vzniklych aldehydd miize kovalentné
vazat makromolekuly zahrnujici DNA, proteiny a lipidy (Esterbauer et al., 1991).
Timto zpiisobem mohou inaktivovat enzymy a degradovat chromozomalni DNA. ALDH

zde piedstavuji jeden ze zpusobt bunétné ochrany (Brocker et al., 2011).



2.2.2 AMADH - struktura enzymi

AMADH existuji v aktivni formé u rostlin jako homodimery, které obsahuji podjednotky,
jez jsou proenzymy z ALDH nadrodiny typické. Kazda podjednotka se sklada
z katalytické domény, domény vazajici koenzym a oligomerizaéni domény. Aktivni
misto rostlinnych AMADH, jenz je lokalizovano mezi koenzymovou doménou
a katalytickou doménou je dostupné pies nalevkovity priichod o sifce 5-8 A a hloubce
15 A, dovolujici proniknout strukturné rozmanitym aldehydéim ke katalytickému
cysteinu a navazat se tak na toto misto pro umoznéni katalytické ptemény. Substratovy
tunel obou isoenzymt z hrachu (PSAMADHI1 a PSAMADH?2) se lisi pouze ve tfech

aminokyselinovych zbytcich, proto je jejich substratova specificnost podobna (obr. 2)
(Tylichova et al., 2010).

Obr. 2 Substratové tunely obou isoenzymi. RiiZzova a zelena barva zobrazuji celkovou plochu
dutin v substratovém tunelu (u PSAMADH1 - rizova barva, u PSAMADH2 — zelena barva).
Retézec PSAMADHI je zndzornény $edou barvou, pro PSAMADH2 hnédou. U obrazkii c) a d)
je vodikova vazba mezi glycerolem (GOL) a enzymem znazornéna pierusovanou vazbou
(ptevzato z Tylichova et al., 2010).

4



2.2.3 PsAMADH
Zrodiny AMADH je nejlépe prostudovanym enzymem PsAMADH, ktery vykazuje
Sirokou substratovou specifi¢nost (Tylichova et al., 2010). Enzym izolovany z hrachu
(Pisum sativum) se vyskytuje ve dvou isoformach: PsSAMADHI a PsAMADH2, obé
isoformy se skladaji z 503 aminokyselin a shoduji se v sekvencich z 80% (Sebela et al.,
2000; Brauner et al., 2003).

PSAMADH je ze strukturniho hlediska podobna lidskym mitochondrialnim
ALDH (Tylichova et al., 2010), prostorové struktury PSAMADHI a 2 jsou znazornény
na obr. 3.

Obr. 3 Struktura PSAMADH 1(vlevo) a PsSAMADH?2 (vpravo) (pievzato z Tylichova et al., 2010).



Nativni hrachovda AMADH]1 byla analyzovana gelovou chromatografii jako tetramer
230 kDa, molekulova hmotnost jedné podjednotky byla stanovena v hodnoté 57 kDa
(Sebela et al., 2000). Rekombinantni AMADHI1 produkovana v E. coli existuje
jako dimer 120 kDa. Enzym byl potvrzen jako kysely protein s pl 5,4, coz odpovida
predikci z aminokyselinové sekvence (Sebela et al., 2001).

Aktivni misto enzymu tvofi aminokyselinové zbytky Cys294, Asnl62 a Glu260.
Pti cilené mutagenezi PSAMADH?2 byl zaménou za alanin pii vstupu do katalytického
tunelu objeven vliv aromatické kyseliny Trp288 na substratovou specificnost.
V tomto mist¢ interaguji m elektrony tryptofanu s elektrofilni protonovanou
aminoskupinou vstupujiciho aminoaldehydu. Diky této zaméné vyznamné klesla afinita
PSAMADH2 Kk substratim APAL a ABAL. PsAMADHI1 obsahuje misto Trp288
na stejné pozici Phe288. Ukazalo se, ze pfitomnost Phe288 mirné rozsifuje substratovy
tunel, coz zvysilo hodnotu Km u substrati APAL a ABAL (Kopecny et al., 2011).

AMADH z hrachu miize byt inhibovan sulfhydrylovymi ¢inidly, n¢kolika
jednoduchymi aldehydy nebo komplexotvornymi latkami (Sebela et al., 2000).

2.2.3.1 Lokalizace, pH a teplotni optimum
Z hlediska lokalizace se u AMADH jedna o nitrobunécny enzym. Oba isoenzymy
AMADH maji C-koncovou peroxisomalni sekvenci, ptesto jejich ptfesnd lokalizace
uvniti bunky neni dosud znama (Tylichova et al., 2010).

Stabilita enzymu byla urena v rozmezi pH 6 - 9,5. Maximalni aktivitu enzym
vykazoval pii pH 8,5. Teplotni optimum AMADH z hrachu bylo stanoveno na 45°C,

nad 50°C se aktivita enzymu snizovala (Sebela et al., 2000).

2.2.3.2 Kinetické parametry

Mezi substraty PSAMADH patii 3-aminopropanal (APAL), 4-aminobutanal (ABAL)
¢i 4-guanidinobutyraldenyd (GBAL). Ackoli u hrachové AMADH byla prokazana
ptibuznost s rostlinnymi betainaldehyddehydrogenasami (BADH), AMADH z hrachu
nedokaze oxidovat betainaldehydy (Sebela et al., 2000). Preference jednotlivych
isoenzymu k pfirodnim substratim je popsana v tab. 1. Pro isoenzym PSAMADHL1 je
nejlepSim substratem TMABAL, dale GBAL, APAL a ABAL. U druhého isoenzymu
PsAMADH?2 se jedna o substraity APAL, pak GBAL, TMABAL a ABAL (Tylichova
et al., 2010).



Tab. 1 Kinetické parametry PSAMADH pro pfirodni substraty a koenzym NAD* (pfevzato
z Tylichova et al., 2010).

PsAMADH1 PSAMADH?2
ligand Km \Y VIKn Km V VIKm
(uM) (nmol s mg?) (uM) (nmol s mg?)

TMABAL 10 87 1 21 140 0,35

GBAL 11 68 0,71 7 78 0,59

APAL 75 57 0,09 10 190 1

ABAL 170 50 0,03 29 57 0,10

NAD* 40 - 55 -

Ob¢ formy PSAMADH projevuji podobné reakéni rychlosti a afinitu k NAD*
(Km =40 uM pro PSAMADH1 a Ki, = 55 uM pro PSAMADH?2) (Tylichova et al., 2010).
Mezi pfirozené koenzymy AMADH patii kromé NAD* i NADP™, byly také pfipraveny
derivaty NAD", ku ptikladu thioNAD*. Koenzym NADP" je ve srovnani s NAD" méné
efektivni, podobné 1 synteticky pfipraveny koenzym thioNAD - srovnani tab. 2
(Tylichova et al., 2010). Diky velmi rozdilné preferenci u PSAMADHI a PSAMADH?2
by bylo mozné experimenty s thioNAD" (zvyraznéno v tab. 2) a substrity APALem

a ABALem rozlisit vyskyt obou isoenzymdl.

Tab. 2 Preference koenzymi a rozdil v pfemeéné ptirozenych substratl u isoenzymt hrachové
AMADH (ptevzato z Tylichova et al., 2010).

relativni rychlost reakce (%)

ligand PSAMADH1 PSAMADH?2
koenzym

NAD* 100 100

NADP* 14 15
thioNAD* 45 21

deamino NAD* 152 172
substrat

APAL 100 100

ABAL 82 36




2.24 ZmAMADH

AMADH izolovand z kukufice (Zea mays) se vyskytuje ve tfech isoforméach
ZmAMADH1a (obr. 5), ZMAMADH1b a ZmAMADH2. Enzym izolovany z rajcete
(Solanum lycopersicum) je tvoien dvéma isoenzymy SIAMADH1(obr. 4) a SIAMADH2.
Sekvence obou isoenzymii rajéete jsou z 80% shodné.

Sekvence ZmAMADHla a ZmAMADHIb se ve svych aminokyselinovych
sekvencich shoduji z 97% (li8i se pouze ve 13ti aminokyselinach). ZmAMADH?2 je
pii srovnani sekvenci s obéma isoenzymy ZmAMADHIla a ZmAMADHI1b identicka
ze 75 %. Stavba substratového tunelu i aktivniho mista je u vSech tfi isoenzymi podobna
jako u PsAMADH (srovnani tab. 3). V substratovém tunelu je uspofadani
aminokyselinovych zbytkl velmi podobné jako u PSAMADH?2. Na rozdil od PSAMADH
a ostatnich isoforem ZmAMADH, dokaze ZmAMADHI1 oxidovat betainaldehyd, coz je

zpusobeno pfitomnosti cysteinu namisto isoleucinu (Kopecny et al., 2013).

Obr. 4 Struktura SIAMADHI1 (pievzato z RCSB-Protein Data Bank, DOI: 10.2210/pdb4i9b/pdb).


http://dx.doi.org/10.2210/pdb4i9b/pdb

Obr. 5 Struktura ZmAMADHIla (pfevzato z pievzato z RCSB-Protein Data Bank,
DOI: 10.2210/pdb4i8p/pdb).

Tab. 3 Srovnani aminokyselinové sekvence aktivniho mista u PsAMADH, ZmAMADH
a SIAMADH (ptevzato a upraveno z Kopecny et al.,2013).
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2.2.5 Betainaldehyddehydrogenasy

PSAMADH2

Betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8) patii do nadrodiny ALDH.
Tyto enzymy jsou schopny ireverzibilni oxidace betainaldehydu na glycinbetain. BADH
byly lokalizovany v fadé organismi. U rostlin se jednalo o $penat (Spinacia oleracea L.)
(Pan, 1988), je¢men (Nakamura et al., 2001) a oves (Avena sativa) (Livingstone et al.,
2003). Hréch je znam jako druh, ktery neakumuluje betain. Navic bylo zjiSténo, Ze zadné
isoenzymy BADH nemohou byt detegovany v extraktech z hrachovych lista (Weretilnyk
a Hanson, 1990).

2.3 Substraty
Béhem poslednich padesati let byly AMADH charakterizovany v mikroorganismech,
rostlinach a ZivociSich. Oxiduji Sirokou S$kalu pfiirodnich 1 nékterych synteticky

pripravenych aminoaldehydii (Sebela et al., 2000).
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2.3.1 Prirodni substraty

Pfednostné se oxiduji rizné primarni ®w-aminoaldehydy, které vznikaji jako produkty
degradace polyamini a oxiduji se na odpovidajici w-aminokyseliny — schéma reakce
obr.6. AMADH vykazuji Sirokou substratovou specificnost a vyuzivaji razné
aminoaldehydy (C3-C6) jako substraty (Sebela et al., 2000).

Rostlinné  AMADH vazou ruzné aminoaldehydy svysokou afinitou. Podle
této charakteristiky se AMADH rodina odliSuje od jinych ALDH rodin, jako jsou
napi. ALDH2 a ALDH3, jejiz zastupci jsou schopni oxidovat Siroké spektrum
alifatickych a aromatickych aldehydu (Kopecny et al., 2011).

Predpokladem ke studiu syntetickych sloucenin s heterocykly obsahujicimi atom
dusiku a aldehydovou skupinu (pfipojenou piimo na  heterocyklus,
pfipadné nachazejici se v postrannim fetézci) jako potencialnich substrati jsou rozmeéry
substratového tunelu, ktery umoznuje prostupnost aldehydi této velikosti

az na katalyticky cystein (Tylichova et al., 2010).

H3N
APAL ABAL GBAL TMABAL AL
+
NAD H,O

PR
NADH + H H

AMADH, EC 1.2.1.19 (ALDH9, ALDH10)

H3N

/
B —alanin GABA 4 - guanldlnobutyrat y - butyrobetain glycinbetain

Obr. 6 Pirodni substraty AMADH: APAL je preménén na B-alanin, ABAL na GABA, GBAL na
4-guanidinomaselnou kyselinu, N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd (TMABAL)
na vy - butyrobetain a betainaldehyd (BAL) na glycinbetain (pfevzato z Kopecny et al., 2011).
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2.3.2 Substraty — syntetické

Rostlinné AMADH oxiduji mimo svoje pfirozené aminoaldehydové substraty i fadu
syntetickych aldehydt. Muze se jednat o derivaty pfirozenych substratli, jako jsou
napiiklad APAL nebo ABAL - jejich strukturni vzorce jsou naobr. 7 —adalSich
substratl, které ve své molekule obsahuji napiiklad benzenové jadro, pyridinovy,
pyrimidinovy nebo purinovy kruh. Vlastnosti aldehyda obsahujici aromaticky kruh jsou
ovlivnény pozici substituentu, kdy jeho vétsi vzdalenost od aldehydové skupiny je

vyhodnéjsi pro substratové vlastnosti (Frommel et al., 2012).

Hn-RY2 Ril2 Ril HN' Hn-R1/2

Yy Y ~r N vy

R, ... Ac-APAL R, ...Propi-APAL R, ...Butyr-APAL R, ... 2-Met-Butyr-APAL R, ... 3-Met-Butyr-APAL

1

R,..AC-ABAL R,..Propi-ABAL  R,...Buty-ABAL R, .. 2-Met-Butyr-ABAL R, ... 3-Met-Butyr-ABAL

Ri/

R/ . Rl Ry/
0 0] 0 0o

R, ... 2-Met-Propi-APAL R, ... Valer-APAL R, ... 2,2-diMet-Propi-APAL Adip-APAL

R, ... 2-Met-Propi-ABAL R, ... Valer-ABAL R, ... 2,2-diMet-Propi-ABAL

HZNMO HZNMO NX0 NNXp

APAL ABAL R R,

1

Obr. 7 Strukturni vzorce syntetickych substratti pfipravenych z pfirozenych substratt APAL
a ABAL, konkrétné N-acyl-aminoaldehydu (pfevzato z Frommel et al., 2015).
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2.3.2.1 N-acylové derivaty
U N-acylovych derivati APALu a ABALu jsou kinetické parametry oxidace mnohem
vice ovlivnény poctem atomu uhliku v jadie w-aminoaldehydového fetézce, nez velikosti
a strukturni izomerii acylového fetézce navdzaného na aminoskupinu. Pfi porovnani
derivati APALu a ABALu, jsou derivaty APALu lepSimi substraty, nez odpovidajici
derivaty ABALu (Frommel et al., 2015).
2.4 Koenzymy
Mezi pfirozené koenzymy AMADH patii NAD* i NADP*. V minulosti bylo pracovano
s derivaty téchto koenzymt, konkrétné thioNAD™ (obr. 8) a thioNADP*,

Pro srovnani kinetickych parametri byl thioNAD" vyuzit i dfive. Pfi méfeni
s glutamatdehydrogenasou (GDH) (EC 1.4.1.3) byla prokdzana stejna afinita
a maximalné 40% rychlost pfemény pii srovnani s NAD(P)" (srovnani konkrétnich
hodnot vtab. 4). Reakce s thioNAD(P)H byly méfeny pfi absorpénim maximu
redukované formy této latky, tedy pfi vinové délce 400 nm. Pfi vinové délce 340 nm

(pouzivana pro koenzymy NAD(P)*), nebyla redukovana forma detegovana (Alex a Bell,

1980).

S 0
| X NH, | X NH,
+ +7
N N
/7 o NH, /7 o NH,
XN N N
a@ a®
OH OH NN OH OH NTSN
0 o)
14+ 1 1+ 1l
P-O0-P-07 o P~0-P-07 o
O OH O OH
OH OH OH OH

Obr. 8 Vlevo strukturni vzorec thioNAD™, vpravo NAD".
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Tab. 4 Kinetické a inhibi¢ni konstanty pro méfeni s riznymi koenzymy (pievzato z Alex a Bell,
1980).

koenzym V (umol/min na mg Km (uM) Ki (uM)
enzymu)
NAD* 91,3 (+3%) 6 (+4%), 70 (+3%) 11 (+5%)
thioNAD* 36,5 (+4%) 12 (+4%), 200 (£3%) 41 (+5%)
NADP* 35,5 (+4%) 9 (+4%), 42 (+4%) 11,5 (+5%)
thioNADP* 13,5 (+4%) 27 (+4%), 310 (£3%) 29 (+5%)

Déle byly méfeny s thioNAD™ kinetické paramtery dihydrolipoamiddehydrogenasy
z Mycobacterium tuberculosis, kdy zjisténa hodnota K byla pro thioNAD™ ve srovnani
s NAD" asi tiikrat mensi (Argyrou a Blanchard, 2001).

2.5 Fyziologicka role AMADH

Stresové situace v zivotnim prostiedi jako jsou sucho a vysoka salinita indukuji rychlou
tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), které nasledné zptisobuji nadmérnou akumulaci
aldehydu v rostlinnych bunikach. Aldehydy jsou také meziprodukty v fadé metabolickych
drah, ale nadmérné mnozstvi aldehydi zasahuje do fungovani metabolismu a nékteré
aldehydy se mohou objevit i v toxické urovni (Jakoby a Ziegler, 1990).

Studium AMADH ma i ekonomické divody. Genova mutace AMADH vede
kK acetylaci volného ABALuU (pfipadné¢ jeho cyklické formy) aakumulaci
2 —acetyl - Al - pyrolinu, latky, ktera je principem ving nékolika druhi aromatické ryze
(jasminova, basmati) nebo s6ji (u nezralych semen) (Bradbury et al., 2008; Arikit et al.,
2011).

ALDH ptispivaji k homeostazi aldehydu a jsou povaZovany za prostfedniky eliminace

toxickych aldehydt (Sunkar et al., 2003; Rodrigues et al., 2006).

2.5.1 Osmoprotektanty

Tyto slouceniny vznikaji v organismech v reakci na osmoticky stres. Vyskytuji
se v rostlinach, bakteriich a dalSich organismech. Konkrétné se jedna o cukerné alkoholy,
aminokyselinu prolin, kvarterni nebo terciarni amoniové slou¢eniny. Ani Ve vysokych
koncentracich se nechovaji jako inhibitory enzymdu, ale chrani je i membrany proti
Skodlivym efektim zptsobenych destabilizujicimi ionty jako jsou Na* a CI" (Yancey
et al., 1982). Osmoprotektanty také chrani organismus pfed velmi nizkymi i vysokymi

teplotami tim, Ze snizi osmoticky potencidl cytoplasmy a tim zvétSi rozdil vodniho
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potencidlu proti vnéjSimu prostiedi. Pii stabilizaci proteinii jsou osmoprotektanty
usporadany tak, ze mezi proteinem a jim se nachdzi vrstva vody. To vytvaii situaci,
ve které struktury nativniho proteinu jsou termodynamicky vyhodné, protoze predstavuji
nejméné moznou plochu povrchu navodu, ¢imz se stabilizuje jeho struktura.
V rostlinnych bunikach se osmoprotektanty nachazeji v cytoplazmé (obsahujici organely)
a tém¢f nejsou pritomny ve vakuolach (McNeil et al., 1999).

V mnoha rostlindch se vyskytuji kvarterni amoniové slouceniny, napi. se jedna
o glycinbetain, prolinbetain, B-alaninbetain (Rhodes a Hanson, 1993). Nékteré vyssi
rostliny hromadi betain (glycinbetain) jako odpovéd’ na stres z divodu vyssi salinity
nebo na stres z nedostatku vody (Sebela et. al, 2000). Glycinbetain je syntetizovan
oxidaci cholinu ptfes betainaldehyd. Cholin hraje dilezitou roli jako prekursor
fosfatidylcholinu, hlavni  slozky membranovych  fosfolipidi u eukaryot
(Rathinasabapathi, 2000).

B-alanin je dulezity metabolicky meziprodukt zndmy jako prekurzor rostlinného
osmoprotektantu B-alaninbetainu (Duhazé et al., 2002). B-alanin vznika oxidaci APAL,
nejlepsiho substratu pro isoenzym PSAMADH?2, y-butyrobetain (prekurzor karnitinu
v zivocisnych butikach) je produktem oxidace substratu TMABAL - nejlepsiho substratu
pro isoenzym PsAMADHI1 (Tylichova et al., 2010).

Za dalsi latku chranici rostlinu pfed osmotickym stresem lze povazovat kyselinu
v - aminomaslenou (GABA). Bylo zjisténo, Ze prolinové transportéry (u rajcat
a u Arabidopsis thaliana) také pienaseji GABA. Tyto pfenasece jsou silné¢ indukovany
pii nedostatku  vody nebo vysSich koncentraci soli (Rentsch et al.,1996).
Prolinové - GABA transportéry mohou pienaset organické osmolyty, které plni ochranné
funkce. Mezi dalsi vlastnosti kyseliny patfi ochrana pfed oxida¢nim stresem, regulace

cytosolického pH a obrana pfed hmyzem (Bouché a Fromm, 2004).

2.5.2 Reakce na stres — mechanické poskozeni

Reakce na stres z mechanického poskozeni byla studovana na sedmidennich semenaccich
hrachu setého. Mechanické poskozeni skalpelem vedlo ke zvyseni aktivity AMADH,
aminoxidas (CAO) aperoxidas (POD) bé&hem hojeni. Aktivita AMADH byla
histochemicky  detegovdna v epidermdlnich a  parenchymovych  bunkach,
které se nachazely v mist¢ poskozeni. V disledku vyssi aktivity CAO a POD

v poskozenych pletivech rostla koncentrace H202 1 aminoaldehydd, jez byly
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pravdépodobné produkovéany v Sirokém méfitku. Proto by AMADH mohly slouzit

jako detoxifika¢ni enzym pro kontrolu na bunééné urovni (Petiivalsky et al., 2007).

2.5.3 Reakce na stres — vysoka salinita

Pii zkoumani halofilnich rostlin (byly pouzity referencni halofilni rostliny Eutrema
salsugineum a Eutrema parvulum) bylo zjisténo, Ze v souvislosti S genomovou
organizaci, poCtem kopii, sub-bunécnou lokalizaci a expresi geni ALDH nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily, které by mohly ptispét K toleranci vySsi salinity
pii srovnani s Arabidopsis thaliana. Ovsem pfi vyssi salinité byla intenzita piepisu gent
u E. salsugineum vyssi, nez u Arabidopsis. To miize znamenat, Ze regulace transkripce je
vice pfizpisobena vysoké koncentraci soli u E. salsugineum, nez u Arabidopsis
(Hou a Bartels, 2015).

2.6 Polyaminy

Polyaminy jsou organické slouceniny, jez se skladaji z uhlikatého fetézce a tii nebo vice
aminoskupin vyskytujici se napfi¢ vSemi buiitkami (tfi aminoskupiny: spermidin, ¢tyfi
aminoskupiny: spermin) (Takahashi a Kakehi, 2010). V rostlinach jsou nejrozsitenéjsi
prave tyto dvé zminéné sloucCeniny a diamin putrescin — jejich strukturni vzorce
znazoriiuje obr. 9 (Walters, 2003). V rostlinach jsou lokalizovany v cytoplazmé

I v organelach, jedna se o vakuoly, mitochondrie a chloroplasty (Kumar et al., 1997).

HoN
HoN NH

spermidin

NH,
putrescin /\/\/NH NH
H,NT > N TN
spermin

Obr. 9 Strukturni vzorce vybranych polyaminti a diaminu (pievzato a upraveno dle Walters,
2003).
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2.7 Fyziologicka role polyamini

Polyaminy jsou pifi normalnim bunééném pH protonovany, proto byla jejich biologicka
funkce zpoc¢atku spojovana se schopnosti vazat rizné aniontové makromolekuly (DNA,
RNA a proteiny), pficemz pozdéji bylo potvrzeno, Ze kromé stabilizace makromolekul
polyaminy funguji i jako regulacni molekuly (Alcazar et al., 2009). Fyziologicka role
polyaminti, vSudypiitomnych kationovych sloucenin, spociva v ucasti v reakcich,
které jsou rozhodujici ve fyziologickych dé&jich jako je bunééna proliferace a diferenciace
(Tiburcio et al., 1997). U rostlin polyaminy hraji duleZitou roli v procesech kontroly
bunécného déleni, vzniku kofentl, vyvoje a zrani plodii a odpovédi na bioticky i abioticky
stres (Takahashi a Kakehi, 2010). Piedpoklada se, ze rostliny ziskaly ¢ast polyaminové
biosyntetické drahy po pfedchlidcich chloroplasti, po sinicich - kyanobakteriich
(Ilingworth et al., 2003).

2.7.1 Metabolismus polyaminii
Kromé pozitivniho vlivu na rostliny maji polyaminy v pfipadé¢ akumulace inhibi¢ni

ucinek na rast bunék a syntézu proteinu (He et al., 1993).

2.7.1.1 Biosyntéza polyaminii

Biosyntéza polyamind je iniciovana tvorbou diaminu putrescinu. Jsou znamy dva
zpusoby tvorby putrescinu, pfeménou L-argininu nebo L-ornithinu. Metabolicka draha,
pii které je putrescin syntetizovan z L-argininu, probihd ve tfech krocich: arginin
je pomoci arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19) pfeménén na agmatin, nasleduje
pfeména agmatiniminohydrolasou (AIH, EC 3.5.3.12) na N-karbamoylputrescin a ten
nasledné N-karbamolyputrescinamidohydrolasou (CPA, EC 3.5.1.53) na putrescin
(Slocum et al., 1984). Reakci putrescinu se spermidinsynthasou (SPDS, EC 2.5.1.16)
vznik4 spermidin. Aminoskupina je pfenesena z dekarboxylovaného
S - adenosylmetioninu, ktery je syntetizovan z methioninu ve dvou na sebe navazujicich
reakcich methioninadenosyltransferasy (EC 2.5.1.6)
a S - adenosylmethionindekarboxylasy (SAMDC, EC 4.1.1.50) schéma reakce obr. 10
(Kusano et al., 2008).
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L-arginin

e i\' 0, methionin
agmatin Mg- AW
AlH i\, NH," Mg-PPi + Pi
N-karbamolyputrescin L-ornithin S-adenosylmethionin

R,/Wrﬁa) o0,

CO,+NH,”  putrescin

SPDS methylthioadenosin dekarboxylovany

spermidin S-adenosylmethionin

SPMS methylthioadenosin

spermin

Obr. 10 Schéma biosyntézy polyamini (pfevzato a upraveno Kusano et al., 2008).

2.7.1.2 Katabolismus polyamint

Prvnim krokem piemény jednoho polyaminu v druhy je N!-acetylace (Gillyon et al.,
1987). Tato pieména muze regulovat vnitrobunéény metabolismus polyamind
(De Agaizo et al., 1995).

Diaminy a polyaminy jsou degradovany procesy oxida¢ni deaminace respektive
oxidace, konkrétné putrescin je deaminovan pomoci diaminoxidasy obsahujici méd’
(DAO; EC 1.4.3.22), spermidin a spermin jsou oxidovany pomoci polyaminoxidas,
obsahujicich flavinovy koenzym (PAO; EC 1.5.3.14) (Smith, 1985; Bagni a Tassoni,
2001). DAO a PAO jsou enzymy, které nesou nekovalentné¢ vdzanou molekulu FAD
(flavinadenindinukleotid) a vyskytuji se ve vysokém mnoZstvi v jednodéloznych
rostlinach (Sebela et al., 2001). DAO byl purifikovan a nasledné vném byly
identifikovany tfi isoenzymy, purifikace prob&hla naptiklad z listt jetele (Triforium
subterraneum) (Delhaize a Webb, 1987).

Oxida¢ni deaminaci substrath DAO vznikaji odpovidajici aldehydy, amonné ionty
a peroxid vodiku — schéma obr. 11. Tyto aldehydy pak piedstavuji substraty pro ALDH.

U nékterych produkti reakce mize dochazet ke spontanni cyklizaci, putrescinu za vzniku
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A*-pyrrolinu, kadaverinu za vzniku A*-piperidinu (Sebela a Duchoslav, 2009). Akumulaci
A*-pyrrolinu dochazi k jeho acetylaci za vzniku 2-acetyl-pyrrolinu, vonné latky (Kopeény
etal., 2012).

O APALu je znamo, Ze puisobi cytotoxicky, coz muze zptsobit prasknuti lysozomt
a kovalentni modifikaci proteini. Jedn4 se o reaktivni slou¢eninu (Sebela a Duchoslav,
2009). APAL muze nevratné reagovat se sulfhydrylovou skupinou a vratné
s aminoskupinami v proteinech, to vede k akumulaci in vivo ve volné i ve vazané formeé
(lvanova et al., 2002).
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Obr. 11 Produkce aminoaldehydi rostlinymi oxidasami a jejich spontanni cyklizace (pfevzato
a upraveno dle Sebela a Duchoslav 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Biologicky material

V této praci byly pouzity semena hrachu setého (Pisum sativum).

3.1.2 Chemikalie

- 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- 2-jodoacetamid (IAA) (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- 4-aminobutyraldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, USA)

- 3-aminopropionaldehyd diethylacetal (Sigma-Aldrich Chemie, USA)

- 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma-Aldrich
Chemie, USA)

- acetonitril (Merck, Némecko)

- akrylamid (Bio-Rad, USA)

- amfolyt Bio-Lyte 3/10 (Bio-Rad, USA)

- bicinchoninova kyselina (Sigma-Aldrich Chemie, USA)

- coomassie brilliant blue G-250 (Merck, Némecko)

- dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- DL-dithiothreitol (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- glycerol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- glycin (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- hydrogenfosforeénan draselny (Sigma-Aldrich Chemie, Spanélsko)

- hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- hydroxid sodny (Mach chemikalie s.r.o., CR)

- chlorid vapenaty (Sigma-Aldrich Chemie, Japonsko)

- kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- kyselina chlorovodikova (Lach-ner, CR)

- kyselina octova (Lach-ner, CR)

- N- butanol (Merck, Némecko)

- N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Merck, Némecko)
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- N,N’-methylenbisakrylamid (Invitrogen, VB)

- nikotinamidadenindinukleotid (NAD") (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- peroxodisiran amonny (APS) (Sigma- Aldrich Chemie, USA)

- phenazin methosulfat (PMS) (Sigma- Aldrich Chemie, Izrael)

- sacharosa (Sigma-Fluka, Svycarsko)

- siran méd’naty (Sigm- Aldrich Chemie, USA)

- thionikotinamidadenindinukleotid (thioNAD*) (Sigma- Aldrich Chemie, USA)
- trisaminomethan (MP Biomedicals, Francie)

- trypsin (MP Biomedicals, Francie)

3.1.3 Pristroje

- analytické vahy (Radwag, Polsko)

- centrifuga Ministar (Eppendorf, Némecko)

- centrifuga CL31R Multispeed (Thermo electron industries, Francie)

- digitalni pH metr (XS instruments, Cina)

- digitalni vaha (Vibra, Japonsko)

- elektromagneticka michacka (IKA LAB, Némecko)

- hmotnostni spektrometr amaZon speed ETD (Bruker Daltonik, Némecko)
- kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 RSLC nano (Thermo Fisher Scientific,
Némecko)

- homogenizator Basic Ultra T-25 (IKA Werke, Némecko)

- magnetickd michacka (IKA Werke, Némecko)

- spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, Velka Britanie)

- termostat (Major Science, USA)

- termostat Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

- ttepacka 130 control (IKA Werke, Némecko)

- vakuova centrifuga Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)

- vortex (Chromservis, PRC)

- vyvéva (KIF LAB, Francie)

- zafizeni pro elektroforézu Mini protean (Bio-Rad, USA)

- zdroj pro elektroforézu EPS 600 (Amersham Pharmacia Biotech, Svédsko)
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Bézné laboratorni vybaveni: kddinky, automatické pipety a Spicky k nim (Eppendorf),
odmérné valce, Spachtle, 1zicka, zkumavky, stojan na zkumavky, Petriho misky, kyvety
do centrifugy (50 ml) kifemenné a plastové kyvety do spektrofotometru, odsavaci barika,

stficka s destilovanou vodou, nadoba s ledovou tfisti.

3.1.4 Pouzité metody

3.1.4.1 Priprava rostlinného materiilu

Nejprve se semena hrachu setého nechala jeden den nabobtnat ve vodé, dalsi den byla
vyseta do agroperlitu a péstovana 14 dni ve fytotronu ve tmé. Kazdy den se odebirala
nadzemni ¢ast a kofeny nakli¢enych semenacki. Odebrané vzorky byly ihned zamrazeny

a dale pouzity pro dal$i analyzu.

3.1.4.2 Zpracovani rostlinného materialu

Pro extrakci proteinu byly zmrazené vzorky ¢asti semenackd hrachu setého (rtizna
mnozstvi 0,5-5g) rozdrceny pomoci homogenizatoru Basic Ultra T-25 ve zkumavce (50
ml) v dvojnasobném objemovém mnozstvi 0,1 mol-I* draselno-fosfatového pufru (pH 7)
obsahujicim 15 mmol-I* 2-merkaptoethanol, 1 mmol-I"* EDTA a 10% sacharosu (Sebela
et al., 2000). Suspenze byla nasledné 10 minut centrifugovana pii 8000 g a teploté 4 °C.

Supernatant (proteinovy extrakt) byl slit do zkumavek a zmrazen.

3.1.4.3 Méreni aktivity

Rychlost enzymové piemény byla monitorovana vznikem redukované formy koenzymu
Vv pribehu reakce. Méteni probihalo spektrofotometricky pti vinové délce svétla 340 nm
(pro koenzym NADH) a pti 400 nm (pro koenzym thioNADH). Reakéni smés o celkovém
objemu 2 ml obsahovala 1,6 ml 0,125 mol-I" Tris-HCI pufru o pH 9, 50 ul 20 mmol-I*t
roztoku koenzymu NAD* nebo 50 pl 40 mmol-I* roztoku koenzymu thioNAD", 50 pl
100 mmol-I* roztoku substratu APAL nebo ABAL, extraktu a do celkového objemu
se doplnilo destilovanou vodou. Extraktu bylo davkovano 200 ptipadné 300 pl. Méfeni
probihalo v kiemennych kyvetach na spektrofotometru Lightwave II za stalého michéani
na elektromagnetické michacce po dobu 3 minut. Kazdy vzorek byl zméten ve ¢tyfech

kombinacich substrath a koenzymi, tzn. APAL + NAD', ABAL + NAD",
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APAL + thioNAD* a ABAL +thioNAD". Pro kazdou kombinaci byl kazdy vzorek

zm¢éten tiikrat. Reakce byla vzdy startovana ptidanim substratu.

3.1.4.4 Metoda Bradforda
Tato metoda je zalozena na adsorpcni vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue G-250
na molekulu proteinu za vzniku modrého zbarveni. Pro méfeni byl pouzit kit od firmy
Bio-Rad:
- standard: roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 2 mg/ml
- ¢inidlo: roztok barviva obsahujici methanol a kyselinu fosfore¢nou

Nejprve byla pfipravena fada kalibrac¢nich standardi podle navodu ke kitu (125
az 2000 pg/ml). 70 pl standardu nebo 20 pul extraktu bylo vzdy smichano s 1 ml ¢inidla a
inkubovéano 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla zmétena absorbance pii 595 nm

proti slepému vzorku (¢inidlo).

3.1.45 BCA metoda

Spektrofotometrickd metoda s kyselinou bicinchoninovou (BCA) je zaloZena na tvorbé
méd'ného iontu tvofeného reakci peptidové vazby s méd’natym iontem v alkalickém
prostfedi. Méd'ny iont je nasledné chelatovan kyselinou bicinchoninovou za vzniku
fialového zbarveni.

Nejprve se piipravil pracovni roztok smichanim roztoku BCA (1% disodna sill BCA,
2% NaCOs, 0,16% vinan disodny, 0,4% NaOH, 0,95% NaHCOs) s 4% s roztokem
CuSOg4 v poméru 50:1. Poté byla ptipravena kalibra¢ni fada BSA (5 az 50 pg). 2 ml
pracovniho roztoku bylo smichano se standardy (5 az 50 ul) a se vzorky (5 pl). Smés se
nechala inkubovat 30 minut pfi laboratorni teploté, nasledné byla zméfena absorbance

pfi 562 nm proti slepému vzorku (¢inidlo).

3.1.4.6 Nativni elektroforéza (PAGE)

Elektroforéza probihala v 1 mm silnych deskovych polyakrylamidovych gelech
Vv diskontinualnim uspofadani. Separacni i zaostfovaci gel byl pfipraven dle tabulky
(tab. 5): 10% separacni a 4% zaostfovaci. Pfed zahajenim polymerace gelu byly v§echny

slozky kromé APS a TEMED 10 minut odvzduSiiovany v odsavaci bafice pomoci vyvévy.
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Tab. 5: Objemy roztokti na separa¢ni a zaostrovaci gely.

Slozka Separacni gel (10%) Zaosttovaci gel (4%)
AA +BIS (30% T, 3,3% C) 3,4 mi 0,65 ml

15 M Tris/HCI pH 88 2,5ml -

05 M Tris/HCI pH 6,8 - 1,25 ml

Destilovana voda 3,9ml 3,05 ml

TEMED 0,015 pl 0,015 pl

APS (10%) 0,05 ul 0,06 pl

Vzorky extraktu hrachovych klicki byly nejprve upraveny natfedénim tak,
aby ve vSech byla stejna koncentrace proteind (u vzorka stonku 5,1 mg/ml, u vzorkt
kofene 5,23 mg/ml), potom se 20 ul extraktu smichalo s 10 ul roztoku glycerolu
s barvivem (1 ml 50% glycerolu obsahujiciho bromfenolovou modf v mnozstvi na $picku
Spachtle, ca 1 mg). Takto pfipravené vzorky byly po 15 pl napipetovany do jamek gelu.

Jako elektrodovy pufr byl pouzit Tris-glycin (0,025 mol-I" Tris, 0,192 mol-I* glycin),
pH 8,3 (Laemmli, 1970). Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V v chladicim boxu
dokud nedoputovala bromfenolova modrt na tiroven spodniho okraje skla.

Po probéhnuti elektroforézy byly ziskané gely barveny na aktivitu AMADH.

Barvici smés: 150 mmol-I* Tris-HCI pufr, pH 8,5

20 mmol-I"* NAD*

5 mmol-I" APAL

18 mg/ml MTT

1 mg PMS
5 mmol-I* APAL byl piipraven smichdnim diethylacetalu APALu s 0,2 mol-I"t HCI a
naslednym 10 minutovym povafenim. Gely byly inkubovany v Petriho miskéach pfii

laboratorni teploté ve tmé po dobu 30 min.

3.1.4.7 Tsoelektricka fokusace

Jedna se o elektromigra¢ni metodu, kterd se provadi v prostiedi pH gradientu s rostoucim
pH od anody ke katod¢. Principem této metody je déleni proteind podle hodnoty
1soelektrického bodu (pl). Putujici protein se zastavi v bod¢€, kde pH odpovidd hodnoté
jeho isoelektrického bodu, coz je hodnota pH, pii které¢ je molekula proteinu navenek

neutralni, takZe se v elektrickém poli nepohybuje.
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Isoelektrickd fokusace probihala v deskovych gelech (koncentrace 7,5 %) silnych
1 mm. Pfed zahajenim polymerace gelu byly vSechny slozky krom¢ APS a TEMED
10 minut odvzdusnovany v odsavaci baiice pomoci vyvévy. Gel byl ptipraven podle

tab. 6.

Tab. 6: Objemy roztoku pro ptipravu gelu.

Slozka gel (7,5%)
AA +BIS (30% T, 3,3% C) 45ml
Destilovana voda 9ml
glycerol (50%) 3,6 ml
amfolyt 0,9 ml
TEMED 40 pl
APS (10%) 150 pl

Vzorek byl pfipraven smichanim 25 pl extraktu, 25 ul glycerolu (50%) a 5 pl amfolytu
Bio-Lyte 3/10. Do jamek byly vzorky nepipetovany po 25 ul.

Isoelektrickd fokusace probihala se dvéma elektrodovymi roztoky o rizném pH.
V anodovém prostoru se nachazel anodovy roztok (25 mmol-I* NaOH), v katodovém
naopak katodovy roztok (20 mmol-I" kyselina octova).

Fokusace byla spusténa prvni ptl hodinu pii 100 V, dalsi ptl hodinu na 150 V, druhou
hodinu pfi 200 V a posledni ptl hodinu pii 400 V. Ziskané gely byly barveny na aktivitu
AMADH stejné jako v pfedchozim piipad€ u nativni elektroforézy.

3.1.4.8 Stépeni proteini v gelu
Vybrané pasy obarvené na aktivitu AMADH byly z PAGE gelu vytiznuty skalpelem.
Vytiznuté kousky byly vloZeny do mikrozkumavek, kde byly nakrajeny na malé kousky,
ca 1 mm3. Nejprve se ke kouskiim gelu ptidalo 180 pl acetonitrilu. Po 15ti minutach
se acetonitril odebral a ptidalo se 100 ul DTT (7,7 mg/sml 0,1 mol-I'? NHsHCOs)
a zkumavky se nechaly v termostatu inkubovat 30 min pii 60 °C a 800 rpm. Po inkubaci
se roztok odebral, pridal se acetonitril, se kterym se obsah zkumavek protiepal a po chvili
opét odpipetoval. Néasledné se ke gelam pfidalo IAA (50 mg/5ml 0,1 mol-I"t NHsHCOs)
a zkumavky nechaly inkubovat 20 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby
byl roztok IAA odpipetovan a p¥idalo se 180 ul 0,1 mol-I'? NH4sCOs na 15 minut.
Poté se uhlic¢itan odpipetoval a ptidal se acetonitril.

K dehydratovanému gelu se ptidal pufr obsahujici 50 mmol-I"t NHsHCO3, 5 mmol-I*

CaCl, al1,5umol-It trypsin, nasledovala tficetiminutovd inkubace na ledu.
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Poté byl odebran supernatant a ptidal se stejny pufr, ale bez trypsinu. Nasledovala

inkubace pies noc pii 37 °C.

3.1.49 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie peptidu,
identifikace proteinii v gelu

Peptidy z trypsinovych digesti byly pieistény odsolenim na pipetovych Spickach
s obracenou fazi ZipTip Cis (Merck-Millipore) podle navodu vyrobce a po kone¢ném
rozpusténi v 10 pl 0,1% (v/v) trifluoroctové kyseliny usnadnéném ultrazvukem
podrobeny chromatografické separaci. Systém pro kapalinovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii a tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS a MS/MS)
sestaval z kapalinového chromatografu Dionex UltiMate 3000 RSLC nano
a prostiednictvim 20-um i. d. kapilary ptipojeného hmotnostniho spektrometru amazZon
speed ETD s iontovou pasti jako hmotnostnim analyzatorem.

Vzorky peptidi v 0,1% TFA byly v chromatografu davkovany v mnozstvi 5 pl cestou
autosampleru. Nejdiive byly peptidy naneseny na pfedkolonu (Acclaim PepMap 100
Nano Trap Column, 100 pm i.d. x 20 mm, NanoViper, C18 5 um, 100 A; Thermo Fisher
Scientific) a promyty pii prutoku nanaseciho solventu 10 pl/min po dobu 7 min. Peptidy
zachycené na predkoloné byly vymyty a separovany v gradientu na analytické koloné
(Acclaim PepMap RSLC, 75 pm i.d. x 150 mm, NanoViper, C18 2 pm, 100 A; Thermo
Fisher Scientific) pfi pritoku 300 nl/min. Slozeni mobilnich fazi bylo néasledujici:

1) nanéseci solvent: 2% (v/v) mravenci kyselina (FA)

2) mobilni faze A: 0,4% (v/v) FA

3) mobilni faze B: 0,4% (v/v) FA v 90% (v/v) acetonitrilu.

Gradient pro separaci na analytické koloné byl pfipraven misenim mobilnich fazi A
a B nasledujicim zptisobem: 0 min, 4% B; 7 min, 4% B; 48 min, 60% B; 51 min, 96% B;
56 min, 96% B; 59 min, 4% B; 70 min, 4% B. Pro méfeni na hmotnostnim spektrometru
behem separace bylo vyuzito metody dodané vyrobcem s nazvem ,,proteo_automsnl.m”;
zpracovani dat do souboru ve formatu mgf pro databdzové vyhledavani se uskutecnilo
s vyuzitim metody ,,proteomics-complex-mix-xml+mgf.m”. Kapalinovy chromatograf
byl ovladan s pouzitim software Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific) a HyStar
3.2, pro hmotnostni spektrometrii byl vyuzit software Trap Control 7.1 a Data Analysis
4.0 (Bruker Daltonik).

Hmotnostni spektrometr osazeny nanoelektrosprejovym iontovym zdrojem Captive
Spray (Bruker Daltonik) pracoval v médu pro pozitivni ionty a mél nasledujici parametry
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nastaveni: Dry gas: 3 1/min; Dry temperature: 150 °C; Capillary: 1300V; End plate
offset: 0 V; Scan: 400 to 1400 m/z; Max accutime: 50 ms; Scan
mode: enhancedresolution; Auto ms?, 4 precursor ions. Koliznim plynem pro fragmentaci
bylo helium. Kalibrace pfistroje byla provedena pfedem s pouzitim standardu ESI Tuning
Mix (Bruker Daltonik) jeho pfimou aplikaci pomoci ddvkovaci pumpy s mikrosttikackou.

Ziskané datové soubory ve formatu mgf byly prohledavany proti databazi
aminokyselinovych sekvenci proteini Swiss-Prot (Swiss Institute of Bioinformatics;
verze z biezna 2016) pomoci software Mascot instalovaného lokaln¢ (Mascot Server 2.4;
Matrix Science, Velka Britanie). Parametry pro vyhledavani byly nasledujici:

1) taxonomie: v§echny organismy

2) enzym pouZity pro §tépeni: trypsin

3) maximalni pocet opomenutych $t€pnych mist: 4

4) fixni modifikace: karbamidomethylace cysteinu

5) variabilni modifikace: oxidace metioninu

6) chybové tolerance: v MS mddu 100 ppm, v MS/MS médu 0,5 Da

7) naboj peptidti: 2%, 3%, 4*.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této prace byla sledovana aktivita enzymu AMADH z hrachu (Pisum sativum)
vV nadzemni ¢asti a v kofenech naklicenych semenacki. Vzorky byly postupné odebirany
druhy az ctrnacty den kliceni. Diky rozdilné preferenci iSoenzymii PsAMADHI
a PSAMADH2 vici koenzymu thioNAD™ (Tylichova et al., 2010), byly provedeny
experimenty, pomoci kterych bylo mozné sledovat, v jak staré rostlin€ a v které jeji ¢asti

byla nejvyssi aktivita daného isoenzymu.

4.1 Koncentrace proteint

Pomoci spektrofotometrickych metod dle Bradforda a s kyselinou bicinchoninovou
byla zméfena koncentrace proteinit ve vzorcich extraktl hrachovych semenacki.
Pro dalsi zpracovani dat (vypocet hodnot specifické aktivity) byly pouzity hodnoty
zméfeni metody s kyselinou bicinchoninovou, divodem bylo ziskani kvalitnéjsi
kalibrace pii srovnani s druhou metodou (graf 1 vyjadiuje kalibra¢ni kiivku, ze které byly
odecitany koncentra¢ni hodnoty). Odectené hodnoty koncentraci jsou vyjadieny v tab 7,

kde pismeno S oznacuje nadzemni ¢ast, K koten.

Graf 1 Kalibraéni kiivka pro méteni koncentrace proteinti metodou s kyselinou bicinchoninovou
(hodnoty absorbance pro kazdy standard byly spocteny ze tii méteni).
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Tab. 7 Vypoctené hodnoty koncentraci proteinti.

koncentrace mg/mi vzorky koncentrace mg/ml
2S 5,9 2K 8,4
3S 8,6 3K 9,7
4S 9,6 4K 10,0
5S 6,8 5K 55
6S 7,6 6K 6,1
7S 9,0 7K 57
8S 51 8K 7,1
9S 7,8 9K 5,2
10S 6,9 10K 5,6
11S 10,8 11K 8,5
12S 10,4 12K 7,1
13S 12,4 13K 8,0
14S 9,9 14K 6,8

4.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity AMADH

Dale byla diive popsanou metodou spektrofotometricky stanovena aktivita enzymu.
Méfeni se provadéla se substraty APAL a ABAL a koenzymy NAD* a thioNAD".
Ze ziskanych hodnot namétené absorbance (pro NADH pii 340 nm a pro thioNADH pfi
400 nm) a koncentrace byla spocitana aktivita (1) a specifickd aktivita enzymu
Vv jednotkach nkat/mg (2):

A-V
a= " (kat) (1)
nkat
o ¢ ( ml ) )
specif — (mg
m (t)

Aktivita byla nejprve vztazena na objem vyjadieny v ml, protoze pii kinetickém méteni

se pridavalo rizné mnozstvi extraktu (hodnoty aktivity jsou uvedeny v tab. 8).
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Tab. 8 Hodnoty aktivit pro jednotliva méfeni a kombinace (hodnoty byly spocitany ze tii méfeni
u kombinaci s koenzymem NAD™* a dvou kombinaci s koenzymem thioNAD™).

aktivita (nkat/ml)

APAL + NAD APAL + ABAL + NAD ABAL +
thioNAD thioNAD
2S 2,52 1,51 0,92 4,20
3S 4,20 0,84 1,26 3,27
4S 2,85 0,22 1,23 0,42
58 0,57 0,43 0,31 0,65
6S 0,31 0,56 0,03 0,40
7S 0,16 0,78 0,18 0,55
8S 0,25 0,58 0,10 0,34
9S 0,16 0,69 0,03 0,61
10S 0,21 0,76 0,15 0,55
11S 0,02 0,57 0,04 0,46
12S 0,09 0,63 0,07 0,63
13S 0,29 0,76 0,05 0,54
14S 0,04 0,46 0,11 0,63
2K 3,41 0,62 1,09 2,52
3K 3,36 0,84 1,06 1,26
4K 2,97 0,17 1,01 0,28
5K 0,37 0,20 0,03 0,53
6K 0,30 0,58 0,37 0,52
7K 0,11 0,53 0,22 0,63
8K 0,14 0,88 0,03 0,60
9K 0,14 0,70 0,09 0,41
10K 0,01 0,21 0,10 0,36
11K 0,04 0,07 0,10 0,11
12K 0,01 0,10 0,03 0,10
13K 0,23 0,11 0,08 0,19
14K 0,13 0,06 0,07 0,11

Z vypoctenych hodnot specifickych aktivit (tab 9) byly vytvoteny grafy, kde na ose y
jsou vyneseny hodnoty specifické aktivity a na ose x den odbéru rostlinného materialu.
(graf 2). V prvnim grafu je vynesena zavislost u vzorkii nadzemni ¢asti, aktivita zde byla
méfena v reakéni smési obsahujici kombinaci substratd a koenzymii APAL+NAD”
a APAL + thioNAD", v dal$im grafu se jedna opét o nadzemni ¢ast a kombinaci substrati
a koenzymi ABAL + NAD" a ABAL + thioNAD". Nasledujici dva grafy obsahuji data
zméfend pro kofeny rostlin, v prvnim piipadé opét reakéni smés obsahovala kombinaci
APAL + NAD", APAL +thioNAD*, vdruhém ptipadé = ABAL+NAD
a ABAL + thioNAD.
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Tab. 9 Specifické aktivity proteint.

APAL+NAD+ APAL+thioNAD+ ABAL+NAD+ ABAL+thioNAD+

vzorky nkat/mg nkat/mg nkat/mg nkat/mg
2S 0,392 0,235 0,144 0,653
3S 0,458 0,092 0,137 0,357
4S 0,297 0,023 0,128 0,044
5S 0,082 0,063 0,045 0,094
6S 0,041 0,074 0,004 0,053
7S 0,018 0,087 0,020 0,061
8S 0,050 0,113 0,020 0,067
9S 0,021 0,088 0,004 0,078
10S 0,031 0,110 0,022 0,079
11S 0,002 0,052 0,004 0,043
12S 0,009 0,061 0,006 0,060
13S 0,023 0,062 0,004 0,044
14S 0,004 0,046 0,001 0,063
2K 0,408 0,074 0,131 0,301
3K 0,346 0,087 0,110 0,130
4K 0,296 0,017 0,101 0,028
5K 0,066 0,036 0,005 0,096
6K 0,049 0,095 0,060 0,085
7K 0,018 0,093 0,039 0,109
8K 0,020 0,125 0,005 0,085
9K 0,027 0,134 0,017 0,078
10K 0,001 0,038 0,019 0,064
11K 0,005 0,009 0,012 0,013
12K 0,002 0,014 0,004 0,014
13K 0,029 0,014 0,010 0,024
14K 0,018 0,009 0,011 0,016
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Graf 2 Zavislost specifické aktivity AMADH na dnu odbéru vzorku u nadzemni ¢asti rostliny.
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Graf 3 Zavislost specifické aktivity AMADH na dnu odbéru vzorku u nadzemni ¢asti rostliny.
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Graf 4 Zavislost specifické aktivity AMADH na dnu odbéru vzorku kofene rostliny.
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Graf 5 Zavislost specifické aktivity AMADH na dnu odbéru vzorku kofene rostliny.
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Reakce PSAMADHL1 s thioNAD" je vyrazné pomalejsi, nez reakce PsSAMADH2
se stejnym analogem. Jak bylo publikovano, reakce PSAMADH2 s thioNAD" ma
relativni rychlost 21% vici stejné reakci s NAD™, u PSAMADHI je to jen 4,5%. VU¢i
pireméné APAL by ABAL mél byt daleko lepSim substraitem pro PsAMADHI,
nez pro PsSAMADH?2 (Tylichova et al., 2010). Namétena data tyto predpoklady spliuji.
Vzhledem k rozdilné aktivité s thioNAD" vii¢i NAD" je mozné sledovat vyssi aktivitu
sthioNAD" a niz§i s NAD" ve dnech, kdy pravdépodobné pievazoval isoenzym
PSAMADH2, naopak niz$i aktivitu s thioNAD" a zaroven vyssi s NAD* ve dnech,
kdy pravdépodobné pievazoval isoenzym PsAMADH1.

V grafu 2 (nadzemni ¢ast rostliny) lze vidét, ze zpocatku aktivita s APAL a NAD"
vyrazné klesd, zhruba od patého dne se ustaluje. Jiny trend pozorujeme pii méteni
s APAL a thioNAD". Zpocatku je aktivita vy$si, poté mirné klesne, ale od patého dne
se zvySuje a zUstava vyssi, nez v pfipadé méfeni s koenzymem NAD™. Z toho Ize vyvodit,
Zze se meéni isoenzymové slozeni, pfiCemz od patého dne by mohlo rist pomérné
zastoupeni isoenzymu PSAMADH?2 ve smési. Nartist pomérného zastoupeni isoenzymu
PSAMADH2 sdobou péstovani by potvrzoval i graf 3 (nadzemni c¢ast rostliny),
ktery ukazuje v piitomnosti thioNAD" poc¢ate¢ni pokles aktivity s ABAL, ktery je lepsim
substratem pro PSAMADHI1 nez pro PSAMADH?2 (Tylichova et al., 2010). V dalsich
dnech, kde by z grafu 3 vyplyvalo vétsi pomérné zastoupeni PSAMADH?2, uZ se hladina
aktivity nezvétSuje, jak tomu bylo v pfipadé¢ reakce s APAL.

Pti srovnani hodnot pro kofen v grafu 4 je vidét, Ze pfi méfeni kombinace
APAL + NAD" byla zpo¢atku aktivita vysoka, paty den doslo k prudkému poklesu
a dale se aktivita drzela v jistych mezich bez vyraznych vykyvi. U méfeni s kombinaci
APAL + thioNAD* aktivita zpoCatku mimé klesala aod patého dne stoupala,
na maximum se dostala devaty den, pak klesla na niz§i konstantni hladinu. U kombinace
ABAL + thioNAD" (graf 5) je aktivita ze zaCatku vyssi, coz potvrzuje piedpoklad,
7ze ABAL je lepSim substratem pro PSAMADH1 nez pro PSAMADH2, pak rychle klesne,
ale od patého dne klesd pozvolnéji. Tyto vysledky by naznacovaly vy$§i pomérné
zastoupeni isoenzymu PSAMADH?2 od patého dne.

Z namétenych hodnot 1ze konstatovat, Ze v kofenu 1 nadzemni ¢asti rostliny se zasadné
méni isoenzymové sloZeni paty den po vysevu. Pii srovnani aktivit s NAD" a thioNAD*
ve vzorcich od patého dne pro kofen je rozdil hodnot aktivit vétsi, nez pii stejném
srovnani  hodnot aktivit ziskanych zméfeni pro nadzemni ¢ast rostliny.
Z toho se da ptedpokladat, Ze v kofenu by mohl byt pomérn¢ vice zastoupen isoenzym
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PsAMADH2 nez PsAMADHI, zatimco v nadzemni c¢asti je rozdil v zastoupeni

Isoenzymu mensi.

4.3 Detekce aktivity PSAMADH v gelech
Po probéhnuti elektroforézy za nativnich podminek byly gely barveny na aktivitu
AMADH, kdy barvici smés obsahovala koenzym NAD*, APAL jako substrat, puft,
fenazinmethosulfat a tetrazoliovou stil MTT. Bylo provedeno i barveni gelii, kdy barvici
smé&s obsahovala koenzym thioNAD*. V tomto pfipad& barveni nefungovalo i pfes to,
7e redoxni potencidl NAD" a thioNAD" se vyznamné nelisi, -0,320 V pro NAD",
- 0,285 V pro thioNAD" (Cook a Cleland, Enzyme kinetics and mechanism). Divodem
by mohl byt méné Gcinny pienos elektroni mezi koenzymem, fenazinmethosulfatem
a tetrazoliovou soli, takZze ve zvoleném c¢asovém intervalu nedochazelo Kk redukci
thiazolylové modfi na modrofialovy formazan. Dal§im z divodi by mohla byt nizka
aktivita enzymu pfi reakci s thioNAD™.

Na gelu doslo v pfitomnosti NAD" a substratu APAL téméF vzdy K vytvoieni dvou
viditelnych barevnych pasi, které dokazuji vyskyt ptedpoklddanych isoenzymil
(PSAMADHL1 a 2) (obr. 12-15). U vzorku kofene diky nizké aktivité enzymu u vzorki

Z 10. - 14. dne k obarveni na aktivitu nedoslo.
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Obr. 12 Nativni elektroforéza: vzorky z nadzemni ¢asti semenacku (2.-14. den).
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Obr. 13 Nativni elektroforéza: vzorky z kotfent semenacki (2.-9. den).

35



— e pg— — »

- ——
' ~’ - ' ’ 4 ’.'
‘]. = m‘ i‘! = !!;‘
2 3 - 5 6 7 8 9

Obr. 14 Isoelektricka fokusace: vzorky z nadzemni ¢asti semenacku.
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Obr. 15 Isoelektricka fokusace: vzorky z kofenti semenackd.

Vzhledem k velmi blizkym hodnotdm molekulovych hmotnosti a isoelektrickych bodi
obou isoenzymi (tab. 10) nedoslo umetody nativni elektroforézy k dokonalému

rozdéleni, pti provedeni isoelektrické fokusace vSak ano.

Tab. 10 Isoelektrické body a molekulova hmotnost isoenzymu (pfevzato z programu Protein
Cutter, http://www.biochemie.upol.cz/software/proteincutter/).

pl Primérna
molekulova
hmotnost (kDa)
PsAMADH1 5,13 54,8
PSAMADH?2 5,02 54,5

v

predstavovat PSAMADH]1 a druhy pas PSAMADH2. Pro potvrzeni tohoto predpokladu
byly vybrané pasy vyfezany skalpelem z gelu a proteiny z téchto pasi podrobeny
proteolytickému S$tépeni trypsinem. Vzniklé peptidy byly separovany kapalinovou
chromatografii na obracené fazi v nanopritokovém uspotfadani a néasledné detegovany
méfenim hmotnostnich a tandemovych hmotnostnich spekter na hmotnostnim
spektrometru s iontovou pasti jako hmotnostnim analyzatorem. Mé&feni na hmotnostnim
spektrometru probé&hlo ve spolupraci se Skolitelem.

Na zékladé experimentdlnich dat bylo provedeno vyhledavani v databazi
aminokyselinovych sekvenci proteinii Swiss-Prot a doslo k pfifazeni fragmentacnich

vzoria MS/MS spekter k uréitym proteintim (tab. 11-19).
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Tab. 11 Vzorek 11

Ptistupovy kod Skoére Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1 ARATH 88 55081 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,
chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
BADH_HORVU 86 54882 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase
OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
Tab. 12 Vzorek 12
Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1 _ARATH 100 55081 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,
chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
BADH_HORVU 81 54882 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase
OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
BADH2_ORYSI 61 55446 3 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 2

0S=0ryza sativa subsp. indica
GN=BADH2 PE=2 SV=1
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Tab. 13 Vzorek 111

Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1 ARATH 86 55081 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,

chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1

BADH_HORVU 72 54882 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase
OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
BADH2_ORYSI 67 55446 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 2

0S=0ryza sativa subsp. indica
GN=BADH2 PE=2 SV=1

Tab. 14 VVzorek 1111

Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH_HORVU 79 54882 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase
OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
BADH1_ARATH 74 55081 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,

chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
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Tab. 15 Vzorek IV1

Pristupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH_HORVU 37 54882 1 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase
OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
BADH1_ARATH 25 55081 1 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,
chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
Tab. 16 Vzorek 1V2
Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1_ARATH 34 55081 1 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,

chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
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Tab. 17 Vzorek V1

Pristupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1 ARATH 84 55081 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,

chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana

GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
BADH_HORVU 65 54882 2 2 1 1 Betaine aldehyde dehydrogenase

OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1

Tab. 18 Vzorek V2

Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1 ARATH 69 55081 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,

chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
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Tab. 19 Vzorek VI1

Ptistupovy kod Skore Molekulova Pocet shod Pocet Pocet Pocet Popis
hmotnost vyznamnych  sekvenci vyznamnych
shod sekvenci
BADH1_ARATH 72 55081 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase 1,
chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana
GN=ALDH10A8 PE=2 SV=1
BADH_HORVU 57 54882 3 2 2 1 Betaine aldehyde dehydrogenase

OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1
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Mezi ptifazenymi proteiny byly i betainaldehyddehydrogenasy (BADH) z husenicku,
je¢mene nebo ryze, které jsou homologni s isoenzymy hrachové AMADH. Na zaklad¢
potvrzené pritomnosti charakteristickych peptidi ve vzorku po $té€peni byla dokazana
hrachova AMADH. N¢které z potvrzenych peptida pak pfimo umoznovaly jednoznacné

dokazat prislusny isoenzym (obr. 16).

Obr. 16 Aminokyselinové sekvence PsAMADHI1 (nahoife) a PSAMADH2 (dole). Zelené
oznacend sekvence ELGEWGLENYLSVK potvrzuje enzym AMADH (je stejna pro oba
isoenzymy). Oranzové oznacena sekvence QLFIDGEWR charakterizuje isoenzym PsSAMADHI,
fialové oznacena sekvence LGPVVSEGQYEK isoenzym PsAMADH2 (pievzato z RCSB-
Protein Data Bank, PSAMADH1 DOI: 10.2210/pdb3iwk/pdb; PsAMADH2 DOI:
10.2210/pdb3iwj/pdb).

MATTVS5ER VEPILNERIPHNINEPSTENIIGDIPAATEEDVDLAVDARKRATSEENGRDWSARS
GSLEARYLRATA AR TKEREDELGELESTDCGEPLEEALADL.DDVVACFEY YAGLAERELDSEQEAPTSLEM
DTEFESYILEEPIGVVALITPWNYPFLMATWEIAPATAAGCAATL.EPSELASVICLELGEICEEVGLPRGY
LNIVIGLGHEAGASLASHPOVDE I SFTGS SAT GSEIMT TAAQLVEPVSLELGGESPIVVFEDVDLDEVAE
WIVEFGCFFIHNGRICSAT SRLIVHESTAVEFVDELVENAENIKISDPLEEGCRLGPIVSEAQYEEVLNCIS
SARSEGATILIGGRRPEHLEEGYFVEFTIITDVITSHOIWREEVEFGEVLAVEIFSTEEEATNLANDTHY 5
LGSAVMSNDLERCERLSFALOAGTVH INCAQPSFIQAPWGEIFRSGFGRELGEWGLENY LEVEQVIRYTS
DEPWGWYQFPSEL

MDIPIPTROLEFINGDWEAPVLNERIPVINPATONI IGDIPAATREDVDVAVARAKTALTRNEGADWATAS
GAVELRYLRATAAR VI ERRPELARLESIDCGEPLDEAAWNDI DDVAGCFEYYADLAERLDAROEAPVSLEM
DTFESHVLEEPIGVVGLITPWN Y PMLMATWEVAPATALGCALR T LEPSELASL.TCLELGEICKEVGLPPGV
LNILTGLGPEAGAPLATHEDWDEVAF TGS SATGSEIMT ARAGLVEPVSLELGGESPLVVFEDVDLDELAR
WAIFGCFWTHGRDICSAT SRLILHESTATEFLNRIVENIENIEI SDPLEEGCRLGPVVSEGOYERILEFVS
HARSEGAT ILTGGSRPEHLEEGFFIEFTITITDV I THMOIWREEVEFGEVLCVETFSTEEEATIDLANDT VY=
LGAAVI SHDLERCERVIEAFKAGIVNVHNCSQPCFTOQAPNGGVERSGFGRELGEWGLDHY LEVEQVTIQYTS
EEPWGWYQPPAKL
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Pokud byl nalezen peptid ELGEWGLDNYLSVK, bylo mozné potvrdit AMADH bez
rozliSeni isoenzymu. V piipadé nalezeni peptidu QLFIDGEWR se jednalo o prvni
isoenzym, V piipad¢ pritomnosti peptidu LGPVVSEGQYEK o druhy isoenzym.
Ptitomnost AMADH byla potvrzena ve vSech vzorcich az na jeden vzorek (obr. 17,
vzorek Il 2), pouze v nékterych vsak byly uréeny i jednotlivé isoenzymy (tab. 20).
V hornim pasu na gelu z nativni elektroforézy u vzorku ¢islo 4 byla prokdzana pritomnost
AMADH1 (obr. 17, vzorek V1). U gelu z isoelektrické fokusace byla prokazana
pfitomnost obou isoenzymut v osmém vzorku (obr. 17, vzorek 112). V sedmém vzorku
v druhém pasu byla prokazana ptitomnost AMADH?2 (obr. 17, vzorek 12).

Diky uvedenym meétenim se potvrdil predpoklad, ze horni z dvojice pasii na gelech

barvenych na aktivitu pfedstavoval isoenzym AMADHI, spodni pas potom AMADH 2.

Vil
Vi
s ) S S —— — ) e —
V2
2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 122° 13 14
% 2 N1
TN E
|2
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Obr. 17 Oznacené pasy na gelech z nativni elektroforézy a isoelektrické fokusace pro vzorky
nadzemni casti pouzité k identifikaci proteinti. Horni ¢ast obrazku zobrazuje gely z nativni
elektroforézy, spodni z isoelektrické fokusace. Arabské Cislice oznacuji Giseky vyfezanych gelu,
které byly dale zpracovany §tépenim proteinu v gelu.
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Tab. 20 Identifikace isoenzymu.

vzorek enzym ptitomny peptid

Vi1 BADH1_ARATH QLFIDGEWR dukaz AMADH1
ELGEWGLDNYLSVK

1 BADH1 _ARATH QLFIDGEWR dukaz AMADH1
ELGEWGLDNYLSVK

BADH_HORVU ELGEWGLENYLSVK

BADH2_ORYSI LGPVVSEGQYEK dikaz AMADH?2
12 ADH1_ARATH ELGEWGLDNYLSVK

BADH_HORVU ELGEWGLENYLSVK

BADH2_ORYSI LGPVVSEGQYEK dikaz AMADH?2

4.4 Srovnani spektrofotomerticky namérené aktivity a aktivity detegované
v gelech

Provedenim nativni elektroforézy, isoelektrické fokusace a nasledném barveni geli
na aktivitu enzymu se potvrdily vysledky ze spektrofotometrického méieni s NAD*
a thioNAD". Pi srovnani hodnot aktivit podle sytosti obarvenych pasi na gelu u nativni
elektroforézy pro nadzemni ¢ast semenackll byla nejvyssi aktivita od tetiho do devatého
dne. U gelt pro vzorky kofene aktivita od osmého dne slabla natolik, ze od desaté¢ho dne
uz se vzorky neobarvily. Je zde také patrny vyraznéjsi spodni pas, ktery by mél znacit
ptitomnost PSAMADH?2. Timto by byl dokézan ptedpoklad, Ze se v kofenu vyskytuje
vice isoenzymu PsSAMADH?2 nez PsSAMADHI, ktery s NAD" vykazuje velmi nizkou
aktivitu.

U gelt zisoelektrické fokusace vysledky korelovaly se spektrofotometrickym
méfenim vice, neZ u nativni elektroforézy. Diivodem bylo lepsi rozdéleni isoenzym.
Podle stejné sytosti past na gelech se vzorky z nadzemni ¢asti semenackl lze fici,
ze celkova aktivita je téméef neménnd, coZ souhlasi se spektrofotometrickym métenim,
kdy se aktivita od patého dne vyrazné¢ neménila. U kotfene je vyrazngj§i spodni pas
ato zejména od Ctvrteho az patého dne, i tento vysledek odpovida spektrofotometricky
naméfené aktivité, kterd se od patého dne zvySovala pfi interakci s thioNAD®,
coz by potvrzovalo vyssi zastoupeni isoenzymu PsSAMADH?2. Devaty den byla celkova
aktivita velmi nizka, takze u dalSich vzorkli opét nedoslo k obarveni na aktivitu.
| toto zjiSténi odpovida spektrofotometrickému méfeni, protoze celkova aktivita

po devatém dnu znacné klesla.
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5 ZAVER
V této bakalaiské praci byla zpracovana literarni reserSe na téma nadrodiny ALDH
arodiny AMADH. Déle byla charakterizovina AMADH z hrachu, kukufice a rajcete.
Nasledné byly popsany ptirodni i synteticky ptirozené substraty AMADH. V dalsi ¢asti
byla popsana fyziologicka role AMADH z hlediska metabolismu polyamint, tvorby
osmoprotektantl a reakci na stres pii mechanickém poskozeni a vysoké salinité.

V experimentalni ¢asti bylo provedeno spektrofotometrické méieni aktivity AMADH
v extraktech z hrachu setého v nadzemni ¢asti a v kofenech z nékolikadennich
semenacki. Méfeni probéhlo se substraty APAL a ABAL, koenzymy NAD™ a thioNAD™.
Podle naméfenych hodnot je mozné posoudit aktivitu enzymu v dané ¢asti rostliny
aV konkrétnim dnu kliceni, kdy do patého dne enzym vykazoval vyssi aktivitu
s koenzymem NAD®, od patého dne byla vys§i aktivita pfi méfeni sthioNAD".
To by znamenalo, Ze od patého dne pievazuje isoenzym PsSAMADH?2 nad isoenzymem
PSAMADH1 v kofenu i nadzemni ¢asti. Enzymova aktivita byla také detegovana
barvenim v gelech. Vysledky z geli se shodovaly s vysledky ze spektrofotometrického

meétfeni. Dukaz AMADH byl proveden méfenim hmotnostnich spekter peptidu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALDH
AMADH
ABAL
APAL
BADH

BSA

BAL

CAO

DAO

PAO

POD

NAD*
NADP*
GABA

MTT

PMS
PsAMADH1
PSAMADH?2
SIAMADH
TEMED
thioNAD*
thioNADP*
ZmAMADH

aldehyddehydrogenasa

aminoaldehyddehydrogenasa

3 - aminobutanal

3 - aminopropanal

betainaldehyddehydrogenasa

hovézi sérovy albumin

betainaldehyd

aminoaxidasy obsahujici méd’

diaminoxidasa

polyaminoxidasa

peroxidasa

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

y-aminomaselnd kyselina
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
phenazin methosulfat

aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého, isoenzym 1
aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého, isoenzym 2
aminoaldehyddehydrogenasa z rajcete (Solanum lycopersicum)
N,N,N‘,N‘-tetramethylendiamin
thionikotinamidadenindinukleotid
thionikotinamidadenindinukleotidfosfat

aminoaldehyddehydrogenasa z kukufice (Zea Mays)
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