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Abstrakt

Acetyl-CoA karboxylasa (ACC) je klicovym enzymem metabolismu mastnych kyselin.
U eukaryot se ¢asto vyskytuje v mnoha isoformach a v riznych buné¢nych kompartmentech.

V zemédélstvi jsou inhibitory plastidové ACC pouzivany jako ucinné herbicidy
travinnych plevel. Problémem se ale stava resistence nékterych populaci travinnych
pleveld  vG¢i  pouzivanym  herbicidim  aryloxyfenoxypropionatim (APPs) a
cyklohexandionim (CHDs). Pomoci PCR a sekvenovani bylo u resistentnich rostlin populaci
Avena sterilis ssp. ludoviciana Durieu z obilnarské oblasti severni Australie nalezeno pét
aminokyselinovych substituci v plastidové ACC: Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys, Ile-2041-Asn,
Asp-2078-Gly a Gly-2096-Ala. S pouzitim systému s kvasinkovymi kmeny s nahrazenymi
geny (GR systému) jsme ukazali, ze kazda z téchto mutaci zplisobuje resistenci k herbicidim
i u pSenicné plastidové ACC: Asp-2078-Gly zptsobuje resistenci k APPs a CHDs, Trp-2027-
Cys a lle-2041-Asn zptlisobuji resistenci k APPs a Trp-1999-Cys zptlisobuje resistenci pouze
k fenoxapropu. Tyto mutace by velmi pravdépodobné mohly zpisobit resistenci kteréhokoli
druhu travinnych plevelti pod selek¢nim tlakem hojné pouzivanych herbicida.

Lidska ACC predstavuje zajimavy cil novych 1éc¢iv pro 1é¢bu metabolického syndromu.
Vyvinuli jsme finan¢né nenaro¢ny neradioaktivni vysokokapacitni systém k identifikaci
novych inhibitord ACC. Testovani vyuziva kvasinkové kmeny snahrazenymi geny (GR
kmeny) zavisejici svym riistem na klonované lidské ACC1 a ACC2. Pro ovéfeni fungovani
tohoto systému byl rist zminénych kment inhibovan zndmymi inhibitory lidské ACC.
Testovanim knihoven chemickych sloucenin jsme nalezli nové specifické inhibitory lidské
ACC2. Cil ptisobeni nejlepsiho ztéchto inhibitord byl potvrzen testovanim enzymatické
aktivity in vitro. Tato sloucenina inhibuje lidskou ACC2 s2,8 pM ICso a nema ve 100 pM
zadny ucinek na lidskou ACC1.

Sekvenci genu pro pSeni¢nou ACC jsme studovali také z evolu¢niho hlediska. DNA
sekvence lokusii pSeni¢nych ACC1 a ACC2, kdédujicich plastidovou a cytosolovou formu ACC,
byly analyzovany s cilem porozumeét evoluci téchto genti a ptivodu tfi genoml v moderni
hexaploidni pSenici. Byly sekvenovany lokusy ACC1 a ACC2 z pSeni¢nych druhl Triticum
urartu (genom A), Aegilops tauschii (genom D), Triticum turgidum (genom AB) a Triticum
aestivum (genom ABD), a dva pseudogeny ACC2 z T. urartu. Tti homologni chromosomy se
podle vypoctl na zakladé kédujicich a intronovych sekvenci genti ACC1 oddélily pred 2,3-
2,4 miliony let, coZ je na dolni hranici jinych odhadt. Pti kalibraci molekularnich hodin jsme
vychazeli z doby oddéleni pSenice a kukutice pred 60 miliony let. Ve stejném casovém
méritku se na zakladé sekvenci ACC a dalSich genl oddélila pSenice a jecmen pied 11,6
miliony let. Oblasti ohranicujici ACC geny nejsou konservované mezi genomy A, B a D. Jsou

konservované v porovnani homolognich genomt diploidni, tetraploidni a hexaploidni



pSenice. Frekvence substituci v intergenovych oblastech je proménliva a v priméru je 3,5

Vv

krat vyssi nez frekvence substituci v intronech.



Abstract

Acetyl-CoA carboxylase (ACC) is a key enzyme of fatty acid metabolism with multiple
isozymes often expressed in different eukaryotic cellular compartments.

In agriculture, inhibitors of plastid ACC are used as efficient herbicides against grass
weed. However, grass weed populations resistant to aryloxyphenoxypropionate (APP) and
cyclohexanedione (CHD) herbicides represent a major problem for sustainable agriculture.
Using PCR and sequencing it was found out that five amino acid substitutions in plastid ACC
were correlated with herbicide resistance of Avena sterilis ssp. ludoviciana Durieu populations
from the northern grain-growing region of Australia: Trp-1,999-Cys, Trp-2,027-Cys, lle-2,041-
Asn, Asp-2,078-Gly and Gly-2,096-Ala. We showed, using a yeast gene-replacement system, that
these single-site mutations also confer herbicide resistance to wheat plastid ACCase: Asp-2,078-
Gly confers resistance to APPs and CHDs, Trp-2,027-Cys and Ile-2,041-Asn confer resistance to
APPs, and Trp-1,999-Cys confers resistance only to fenoxaprop. These mutations are very likely
to confer resistance to any grass weed species under selection imposed by the extensive
agricultural use of the herbicides.

ACC provides an important target for new drugs to treat human diseases. We have
developed an inexpensive nonradioactive high-throughput screening system to identify new
ACC inhibitors. The screen uses yeast gene-replacement strains depending for growth on cloned
human ACC1 and ACC2. In “proof of concept” experiments, growth of such strains was inhibited
by compounds known to target human ACCs. Chemical libraries yielded new specific inhibitors
of human ACC2. The target of the best of these inhibitors was confirmed with in vitro enzymatic
assays. This compound inhibits human ACC2 with 2.8 uM ICso and has no effect on human ACC1
at 100 pM.

We used the DNA sequence of wheat ACC also to study evolution. The DNA sequences of
wheat ACC1 and ACC2 loci, encoding the plastid and cytosolic forms of the enzyme acetyl-CoA
carboxylase, were analyzed with a view to understanding the evolution of these genes and the
origin of the three genomes in modern hexaploid wheat. ACC1 and ACC2 loci from each of the
wheats Triticum urartu (A genome), Aegilops tauschii (D genome), Triticum turgidum (AB
genome), and Triticum aestivum (ABD genome), as well as two ACC2-related pseudogenes from
T. urartu were sequenced. The 2.3- 2.4 Mya divergence time calculated here for the three
homoeologous chromosomes, on the basis of coding and intron sequences of the ACC1 genes, is
at the low end of other estimates. Our clock was calibrated by using 60 Mya for the divergence

between wheat and maize. On the same time scale, wheat and barley diverged 11.6 Mya, based



on sequences of ACC and other genes. The regions flanking the ACC genes are not conserved
among the A, B, and D genomes. They are conserved when comparing homoeologous genomes
of diploid, tetraploid, and hexaploid wheats. Substitution rates in intergenic regions vary
substantially along the loci and on average are 3.5-fold higher than the ACC intron substitution

rates.
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PouZité zkratky

Pouzité zkratky:

A. fatua Avena fatua , oves hluchy

A. myosuroides Alopecurus myosuroides, psarka polni

A. sterilis Avena sterilis, oves jalovy

aa Aminoacids, aminokyselin(y)

Ae. tauschii Aegilops tauschii, mnohoStét

ACC Acetyl-CoA carboxylase, acetyl-CoA karboxylasa

AMPK AMP-aktivovana protein kinasa

APPs Aryloxyphenoxypropionates, aryloxyfenoxypropionaty

BC Biotin carboxylase, biotin karboxylasa

BCCP biotin carboxyl carrier protein

CHDs Cyclohexanediones, cyklohexandiony

CT Carboxyl transferase, karboxyl transferasa

CoA KoenzymA

E. coli Escherichia coli

FA Fatty acids, mastné kyseliny

GR kmen "Gene-replacement” kmen- v nasi praci kvasinkovy kmen ve kterém je
sekvence genu pro ACC1 nahrazena sekvenci genu LEU2. Funkce genu
ACC1 je komplementovana cizim genem pro ACC.

GR systém Systém ve kterém je delece ACC1 v kvasinkovém GR kmenu
komplementovana cizi ACC

SREBPlaa sterol regulatory element binding proteins

SREBP1c

Ssp. subspecies, poddruh

T. gondii Toxoplasma gondii

T. aestivum Triticum aestivum, pSenice seta

T. dicoccum Triticum dicoccum, pSenice dvouzrnka

T. durum Triticum durum, pSenice tvrda

T. monococcum Triticum monococcum, psSenice jednozrnka

T. turgidum Triticum turgidum, pSenice nadurela

T. urartu Triticum urartu

Orientacni tabulka studovanych isoforem ACC

organismus Isoforma ACC Bunécny funkce
kompartment

pSenice ACC1 chloroplast Biosyntéza FA

pSenice ACC2 cytoplasma Sekund. Metab.

Cloveék ACC1 cytoplasma Biosyntéza FA
v lipogennich
tkanich

Clovék ACC2 mitochondrie Inhibice oxidace
FA ve svalech
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Uvod do problematiky

Uvod do problematiky

Ptredkladana disertacni prace je komentovanym souborem publikaci tykajicich se enzymu
acetyl-CoA karboxylasy (ACC). Tento enzym byl poprvé objeven pred asi padesati lety a byl poté
intensivné studovan [1]. ACC katalyzuje prvni a limitni krok biosyntézy mastnych kyselin a je
proto pro mnoho organismi esencidlnim enzymem [1-7]. U eukaryot se ¢asto vyskytuje ve vice
isoformach exprimovanych v rtiznych bunéénych kompartmentech.

Pro studium ACC jsme se rozhodli z nékolika diivodd.

U rostlin se jedna isoforma ACC vyskytuje v plastidech, kde katalyzuje prvni fazi
biosyntézy mastnych kyselin. Druha forma se v cytosolu ucastni hlavné biosyntézy mastnych
kyselin svelmi dlouhym ftetézcem a flavonoidd. Vzemédélstvi se vyuziva selektivita
aryloxyfenoxypropionatovych a cyklohexandionovych herbicidi pisobicich na rzné typy
plastidové ACC [5, 7-9]. Zatimco multidoménovy typ cytosolické ACC vSech rostlin a
vicepodjednotkovy typ ACC plastidii dvoudéloznych rostlin jsou vii¢i zminénym herbicidim
resistentni, plastidovda ACC trav je citlivd. Casté pouzivani aryloxyfenoxypropionatovych a
cyklohexandionovych herbicidd vedlo ke vzniku resistence, kdy v ACC byly nalezeny mutace
pravdépodobné zodpovédné za tuto resistenci. Nasim cilem bylo ovérit spojitost nalezenych
mutaci s resistenci vii¢i herbicidim. Mutace byly u resistentnich rostlin detekovany pomoci PCR
a sekvenovani. Po prokazani vlivu zminénych mutaci na resistenci by tyto metody mohly slouzit
krychlé detekci resistence u rostlin, coz by umoznilo vCasné zmény strategie pouZzivani
herbicidi a zastaveni dalsiho rozsifovani resistentniho plevele.

U savci se také vyskytuji dvé isoformy ACC. ACC1 je esencidlni enzym nezbytny pro
biosyntézu mastnych kyselin v lipogennich tkanich a jeho delece u mysi je letalni [10-12]. ACC2
v mitochondriich katalyzuje biosyntézu malonyl-CoA, coz vede k potlac¢eni transportu mastnych
kyselin do mitochondrie (mista oxidace mastnych kyselin). Delece ACC2 u mysi vedla ke
kontinualni oxidaci mastnych kyselin a méla vliv na citlivost téchto mysi kinsulinu. Tato
skute¢nost naznacuje moznost vyuziti inhibitortt ACC2 v 1écbé obezity [13-16]. Zatim nebyly
vyvinuty zadné 1éky cilené proti lidské ACC. Epidemie obezity a s ni spojenych projevt, jako jsou
diabetes typu I, kardiovaskularni onemocnéni a atherosklerosa [17-19] a syndrom insulinové
resistence neboli syndrom X [20], vyZaduje vedle zmény zZivotniho stylu i nové terapeutické
prostiedky. Snazili jsme se proto vyvinout systém pro vyhledavani inhibitort lidské ACC2, které

by poté mohly byt vyuzity k 1é¢bé vySe zminénych obtizi.
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Uvod do problematiky

Dalsi zajimavosti ACC je znacna délka genti kédujicich multidoménovou ACC, ktera je
vhodna pro komparativni genomovou analyzu. U pSenice je délka transkribovanych ¢asti genti
pro ACC1 13,5 kb a ACC2 12,3 kb. Studium evoluce moderni hexaploidni pSenice je zajimavé z
hlediska zakladniho vyzkumu psSenice jakozto hlavni zemédélské plodiny, kterd byla
domestikovana a prosla dlouhodobym Slechténim. Navic vznikla allopolyploidii a nese genomy
pochazejici ze tfi rliznych rostlinnych druht. Evoluce pSenice byla studovana jiz dfive na

zakladé kratSich sekvenci genti [21-25]. Nasim cilem bylo pomoci analyzy dlouhych sekvenci

vvvvvv

sveéte.
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1. Literarni uvod

1.1. Acetyl-CoA karboxylasa

Acetyl-CoA karboxylasa (ACC; EC 6.4.1.2) je enzym katalyzujici nevratnou karboxylaci
acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA. K tomu vyuziva své dvé Kkatalytické aktivity: biotin
karboxylasu (BC) a karboxyl transferasu (CT). U vétSiny prokaryot a v chloroplastech vétSiny
rostlin a ras se enzym ACC sklada z nékolika podjednotek, zatimco u vétSiny eukaryot se jedna o

velky multidoménovy enzym [2].

1.1.1. Biochemie ACC

ACC katalyzuje karboxylaci acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA [1, 2]. Reakce probiha ve
dvou krocich a je zavisla na prosthetické skupiné biotinu (obr. 1.1). Prvni krok zahrnuje ATP-
dependentni karboxylaci N1 atomu biotinu katalyzovanou aktivitou biotin karboxylasy.
Donorem karboxylové skupiny je HCO3-. Energie pro karboxylac¢ni reakce se ziskava hydrolyzou
ATP, vytvorenim aktivovaného intermediatu karboxyfosfatu s bikarbonatovym substratem. Pro
koordinaci ATP fosfatu je vyZadovana piitomnost dvojmocnych ionti (Mg2+* nebo Mn2+) [3, 4].

Druhym krokem reakce je prenos aktivované karboxylové skupiny z N1 atomu biotinu na
methylovou skupinu acetyl-CoA, ¢imz vznika produkt malonyl-CoA. Tento krok je katalyzovan
karboxyltransferasovou aktivitou. Pro tuto reakci jiz neni treba dodani zadné dalsi energie.

Biotin je u vy$Sich organismil esencidlni vitamin (vitamin H nebo B6) ktery muze byt
ziskan pouze z potravy [5, 6]. Prostheticka skupina biotinu je kovalentné vazana k podjednotce
nebo doméné prenasejici biotin (biotin carboxyl carrier protein, BCCP) amidovou vazbou mezi
valeryl karboxylem biotinu a aminoskupinou vedlejsiho retézce lysinu v BCCP. Tim je mezi
bicyklickym kruhem biotinu a zakladni kostrou BCCP vloZeno 8 methylenovych skupin a 10
otacivych jednoduchych vazeb. Biotin se tak nachazi na konci pohyblivého ramena (swinging
arm) které umoziuje prenos mezi aktivnimi misty BC a CT. Vzdalenost mezi aktivnimi misty BC

a CT je podle studii magnetické resonance a elektronové spinové resonance ptiblizné 7 A [1].
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ATP + HCOj3’ ADP + Pi

NS 0

Il biotin karboxylasa Il

BCCP BCCP

N

karboxyl transferasa

/N

Malonyl-CoA Acetyl-CoA

Obr. 1.1 Reakéni mechanismus acetyl-CoA karboxylasy. Biotin kovalentné vazany na BCCP pienasi
karboxy skupinu mezi aktivnimi misty BC a CT. Podle [4].

1.1.2. ACC sloZené z podjednotek a multidoménové ACC

ACC byly nalezeny ve vétsiné Zzijicich organismt vcetné archaei, bakterii, hub, rostlin,
zivocichi a lidi. U Escherichia coli a mnoha dalSich bakterii, stejné jako v chloroplastech mnoha
rostlin, jsou enzymy ACC sloZeny znékolika podjednotek (obr. 1.2)[1, 2, 4, 5, 7, 8]. BC
podjednotka, tvofend u E. coli 449 aminokyselinovymi zbytky (50kD), nese biotin
karboxylasovou aktivitu, kdy biotin je pripojen k BCCP podjednotce (156 aa, 17 kD). CT aktivitu
zajistuji dvé podjednotky, a (319 aa, 35 kD) a 8 (304 aa, 33 kD) (obr. 1.2). Uvedené podjednotky
spolu dohromady tvori holoenzym ACC. Tento komplex je nestabilni a za riznych podminek
snadno disociuje[2, 4]. Samotna BC podjednotka tvoii v roztoku dimery, BCCP miize tvorit
dimery nebo vyssi oligomery. Dvé CT podjednotky vytvari azB.. Stechiometrie bakterialniho
holoenzymu by mohla byt (BC)2 (BCCP)4(CTaCTR)2[26].

Naproti tomu u lidi a vétSiny dalSich eukaryot je ACC velky (>200 kD), multidoménovy
enzym nesouci BC, CT a BCCP aktivity vjediném polypeptidu (obr. 1.2) [1, 2, 8]. Lidska ACC1
obsahuje 2346 aminokyselinovych zbytki a jeji molekulova hmotnost je 265 kD. Lidska ACC2
obsahuje 2483 aminokyselinovych zbytk a jeji molekulova hmotnost je 280 kD (obr. 1.2). ACC2
obsahuje jedine¢nou N-termindlni sekvenci ptiblizné 140 aa, ktera pomaha k zakotveni tohoto

enzymu ve vnéjsSi membrané mitochondrii [27, 28]. Primarni struktura multidoménovych ACC
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miiZe byt rozdélena do tfi ¢asti. N-termindlni tfetina proteinu obsahuje BC a BCCP domény a C-
termindlni tfetina obsahuje CT domény. Prostfedni tretina proteinu je unikatni pro
multidoménové ACC a funkce této ¢asti nenf zatim znama.

Nedavno byla nalezena jesté treti forma ACC v aktinomycetach Streptomyces coelicolor
(obr. 1.2). Tato ACC ma o podjednotku (590 aa), obsahujici BC a BCCP domény, a 3 podjednotku
obsahujici CT domény. Toto podjednotkové usporadani ACC je stejné jako u propionyl-CoA
karboxylasy. Ve skutec¢nosti je v tomto organismu podjednotka o spole¢na pro ACC a propionyl-
CoA karboxylasu [29].

Ctvrtd forma ACC muZe existovat u archei, kde je ACC podjednotkovy enzym
s podjednotkami BC, BCCP a CT (obr. 1.2). Na rozdil od E. coli a dalSich bakterii je CT
podjednotka archaei jediny protein (520 aa). Tim se podoba 8 podjednotce ACC ze Streptomyces

i B podjednotce propionyl-CoA karboxylasy. Holoenzym ACC archaei by mohl mit stochiometrii

(BC) (BCCP) (CT) [30].
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Obr. 1.2. Organizace domén lidské ACC1, lidské ACC2, pSenicné plastidové ACC, kvasinkové ACC, ACC ze
Streptomyces coelicolor, a podjednotek ACC archaei (Metallosphaera sedula) a E. coli. Fosforyla¢ni mista
lidskych enzymi jsou oznacené Carkami a hvézdickami fialové barvy. Mista mutaci zodpovédnych za
resistenci k herbicidim rostlinnych ACC jsou oznaceny fialovymi ¢arkami u ps$eni¢né ACC. Upraveno

podle [2].
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ACC jsou mezi organismy vysoce konservované, coz potvrzuje dilezitost jejich
biologickych funkci. Naptiklad lidska ACC se shoduje ve 37 % aminokyselinové sekvence s BC
podjednotkou ACC z E. coli a v 63 % s BC doménou ACC z kvasinek. BC podjednotka z E. coli a
archaei (Metallosphaera sedula) se shoduji v 76 %. CT domény eukaryotickych ACC se shoduji
vnejméné 45 % aminokyselinové sekvence a lidskd ACC1 a ACC2 vykazuji 76% sekvencni
identitu. V porovnani sBC doménou je mnozstvi konservovanych sekvenci mezi CT
podjednotkami E. coli a CT doménami eukaryotickych ACC mnohem nizsi. To miize byt
zplisobeno rozdilnym evolu¢nim tlakem na BC a CT enzymy. Také je mozné ze CT struktura je
méneé citliva ke zménam v aminokyselinové sekvenci [2].

Konservované sekvence BCCP proteinu jsou omezené prevazné na C-terminalni
biotinylovanou doménu, kterd obsahuje biotinyla¢ni misto v konservovaném (Ala/Val)-Met-
Lys-(Met/Leu) motivu [4, 8].

ACC patfi do malé rodiny biotin-dependentnich karboxylas. BCCP je u E. coli jedinym
biotinylovanym proteinem a ACC jedinym biotin-dependentnim enzymem [4, 5]. U rostlin bylo
dosud nalezeno pét proteind obsahujicich biotin [8]. Lidé maji kromé ACC jen tfi dalsi enzymy
této rodiny: propionyl-CoA karboxylasu, 3-methylkrotonyl-CoA karboxylasu a pyruvat

karboxylasu.

1.1.3. Biologicka role ACC
ACC katalyzuje produkci malonyl-CoA a tento produkt mize byt vyuzit vriznych
retézcem. ACC katalyzuje prvni a limitni krok biosyntézy mastnych kyselin a je proto u mnoha

organismi esencidlnim enzymem [1, 2, 4-7].

1.1.3.1 ACC u lidi a dalSich savcii

U lidi a dalSich savcl existuji dvé isoformy ACC: ACC1 a ACC2. ACC1 je exprimovana
v cytoplasmé lipogennich tkani (jatra, tukova tkan, mlécéné zlazy a dalsi) a katalyzuje prvni a
limitujici krok biosyntézy mastnych kyselin s dlouhym ftetézcem [1, 28, 31]. Malonyl-CoA
produkovany v téchto tkanich je pouzivan jako stavebni jednotka k prodluzovani rostouciho
retézce mastnych kyselin o dva uhliky v procesu syntézy mastnych kyselin [1]. Mastné kyseliny
s dlouhym retézcem potom mohou byt inkorporovany do triacylglyceroli a fosfolipidd.

Naproti tomu ACC2 je exprimovana hlavné vsrdecnim a kosternim svalstvu a je

transportovana do mitochondrii, kde jeji produkt malonyl-CoA plisobi jako silny inhibitor
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oxidace mastnych kyselin v téchto tkanich [28]. Acyl-CoA s dlouhym fetézcem nemohou projit
mitochondridlni membranou a aby mohly byt transportovany do mitochondrii, kde probiha (-
oxidace, musi byt prevedeny na acylkarnitiny [32-35]. Tuto konversi katalyzuje karnitin
palmitoyltransferasa I. ACC2 reguluje oxidaci mastnych kyselin tak, Ze jeji produkt malonyl-CoA
je silnym inhibitorem karnitin palmitoyltransferasy I.

ACC se zda byt vhodnym cilem pro ptlisobeni 1éCiv, coz plyne zpozorovani ACC2-
deficientnich mysi [13]. U téchto zvitrat byla drasticky sniZzena hladina malonyl-CoA v srde¢nim
a kosternim svalstvu. Jako dlsledek nedostatku malonyl-CoA probihd u ACC2-/- mysi neustala
oxidace mastnych kyselin (fatty acids, FA) a tyto mysSi maji redukované mnoZzstvi tuku a
télesnou hmotnost prestoze konzumuji vice potravy (hyperfagie). Jsou také chranéné proti
diabetu a obezité zplsobenymi dietou svysokym obsahem tukd/sacharidi [36]. Tato
pozorovani naznacuji Ze inhibitory ACC2 by mohly byt vyuzity k1écbé obezity, diabetu a
metabolického syndromu [37, 38]. Tyto slouc¢eniny by mohly byt aktivni i u ACC1.

Aktivity ACC mohou hrat dtlezitou roli pri tvorbé myelinu [39, 40] a v mozku [41].
Malonyl-CoA by mohl slouzit jako signal sytosti, coz by ¢aste¢né vysvétlovalo hyperfagii ACC2-

/- mysi.

1.1.3.2. ACC u rostlin

U rostlin je pro biosyntézu FA s dlouhym retézcem kriticka chloroplastova ACC [7, 8, 42].
Rostliny nemohou transportovat FA s dlouhym retézcem na dlouhou vzdalenost takze tyto
slouc¢eniny musi byt syntetizovany lokalné [7]. Plastidova ACC vétSiny rostlin se sklada ze ¢tyr
raznych podjednotek které jsou svou aminokyselinovou sekvenci homologni s podjednotkami
bakteridlnich ACC [4, 5, 7, 8, 42]. Je zajimavé, Ze 3 podjednotka CT je kédovana plastidovym
genomem, zatimco ostatni tfi podjednotky jsou kddovany jadernym genomem.

Vostrém kontrastu s vétSinou rostlin obsahuji plastidy trav multidoménovou ACC,
podobnou zivocisSnym ACC. Tato jedine¢na plastidova ACC trav je klicovym faktorem citlivosti
téchto rostlin k herbicidiim (jak bude popsano pozdéji v kapitole inhibitory) [5, 7-9].

Cytosol rostlin obsahuje multidoménovou ACC, ktera je zde potieba k prodluzovani FA
s velmi dlouhym retézcem a k syntéze sekundarnich metabolitid jako jsou flavonoidy [7, 8]. U
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je cytosolickd ACC nezbytna pro spravny embryonalni
vyvoj [43-45]. Nékolik riznych bodovych mutaci (zodpovédnych za zdménu aminokyseliny)

v tomto genu miiZe ovlivnit vyvojovy proces. Jedna z mutaci v BC doméné se nachazi v aktivnim
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misté a predpoklada se Ze narusuje katalyzu. Tii mutace v CT doméné jsou daleko od aktivniho
mista a mechanismus jejich plisobeni neni znam.
Charakterizovana byla také mitochondrialni forma multidoménové ACC v jeCmeni [46] a

ryzi [47].

1.1.3.3. ACC u dalSich organismii

U kvasinek je delece ACC letdlni. Je zajimavé, Ze mutanty, postradajici komplex
syntetizujici FA (FAS), prezivaji, pokud jsou do média dodany FA s dlouhym retézcem [7].
Naproti tomu mutanty, postradajici ACC, se zastavi v G2/M fazi bunéc¢ného cyklu, ackoli jsou FA
s dlouhym retézcem obsazeny v médiu [48]. Zda se, Ze ACC ma kromé syntézy FA s dlouhym
retézcem jesté dalsi esencialni roli. Tou by mohla byt biosyntéza FA s velmi dlouhym retézcem,
které tvoii slozky sfingolipidii a ceramidli a jsou pro preziti nezbytné. ACC by také mohla
plisobit spole¢né s nukleoporiny pti regulaci hromadéni GTPasy v jadie. Kvasinky obsahuji jesté
druhou isoformu ACC, znamou jako HFA1. Je to mitochondridlni enzym a je klicovy pro
biosyntézu FA a hlavné kyseliny lipoové v této organele [49].

U Streptomyces coelicolor je produkt malonyl-CoA pouzit k biosyntéze FA a polyketidi
[29]. Mnoho polyketidovych piirodnich produktii patii mezi farmaceuticky dilezita antibiotika,
protinadorova léciva a dalsi 1é¢iva [50].

Organismy archaei neobsahuji FA ve svych lipidech a ACC aktivitu by mohly vyuzivat k
fixaci CO2 [30].

1.1.4. Regulace exprese genu kddujiciho ACC

V mnoha bakteriich jsou geny pro BC a BCCP v operonu, kde se BCCP gen nachazi na jeho
5’konci [4]. VE. coli je exprese tohoto operonu autoregulovana BCCP [51]. Regulace genové
exprese ACC bakterii a rostlin, slozenych znékolika podjednotek, ma jesté dalsi droven
komplexity. Pro zajisténi stechiometrie holoenzymu je exprese ¢ty podjednotek enzymu
rostlin, kde je f podjednotka CT kédovana plastidovym genomem. Nicméné se zd3, Ze hladiny
mRNA ¢ty podjednotek jsou udrzovany v konstantnim pomeéru [8].

Exprese kvasinkového genu pro ACC je stimulovana lipidovymi prekursory jako jsou
inositol a cholin, coZ odpovida tloze tohoto enzymu v syntéze FA s velmi dlouhym retézcem a

sfingolipidti [48]. V pSenici je tkanové specifickd exprese genu pro plastidovou a cytosolovou

18



Literdrni tivod

ACC tizend dvéma promotory [52], které umoznuji alternativni sestfih blizko 5’konce téchto
gent [53].

Gen pro lidskou ACC1 se nachazi na chromosomu 17q12, gen pro lidskou ACC2 na
chromosomu 12q23. Transkripce savcéich gend pro ACC1 a ACC2 probihd znasobnych
promotord [31]. To miZe vést kalternativnimu sestrihu na 5’konci [54] a modifikaci N-
termindlnich sekvenci proteini ACC [31]. Obzvlast transkripty vychazejici z posledniho
promotoru, zndmého jako P III, mohou kédovat isozym ACC1ls mnohem kratS$im N-terminalnim
segmentem, ktery postrada fosforyla¢ni misto rozpoznavané AMP-aktivovanou protein kinasou
(AMPK)[54]. Tento ACC1 isozym nemiiZe byt regulovan AMPK a mtZe byt konstitutivné aktivni
[31]. Podobné lidskd ACC2 ma také alternativni krat$i transkript, kde kédovany protein
postrdda jedineCny segment, jehoz vyznam je pravdépodobné v nasmérovani proteinu
k mitochondridlni membrané [31]. Existence izoenzymi ACC1 a ACC2 umoziiuje dalsi flexibilitu
v regulaci téchto enzymi v riznych tkanich a pti odpovédich na rtizné podminky v burikach.

Exprese ACC gent je tizena nékolika transkrip¢nimi faktory, vcetné “sterol regulatory
element binding proteins“ (SREBP1a a SREBP1c) a “carbo-hydrate response element binding
protein“ [55-57]. SREBP1c je regulovan insulinem na trovni transkripce a dieta s vysokym
obsahem sacharidli mtze indukovat expresi SREBP1c, kdy insulin funguje jako signal pro
aktivaci. Polynenasycené FA mohou sniZzovat expresi ACC a SREBP1 [58]. “Carbo-hydrate
response element binding protein“ mtze byt indukovan dietou s vysokym obsahem sacharidt a
aktivuje expresi lipogennich enzymi jako ACC a FAS nezavisle na aktivaci insulinem [59]. V
aktivaci exprese ACC a FAS glukosou by mohla hrat roli také biosyntetickd draha hexosaminu
[60].

Transkrip¢ni koaktivatory “peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1%,
PGC-1a a PGC-1f3, mohou zesilit uc¢inek transkrip¢nich faktori a jadernych receptort [61]. PGC-
1B mutze koaktivovat expresi SREBP1a a SREBP1c a ma zasadni roli v lipogenezi indukované

dietou s vysokym obsahem tukd [62].

1.1.5. Regulace enzymové aktivity ACC

Zivotisné ACC podléhaji jak regulaci piedchazejicim krokem (feedforward) tak regulaci
zpétnou vazbou (feedback). Alosterickym aktivatorem sav¢i ACC s regulaci predchazejicim
krokem je citrat, prekursor acetyl-CoA substratu ACC. Naproti tomu acyl-CoA s dlouhym
retézcem, koncovy produkt biosyntetické drahy mastnych kyselin, je silnym zpétnovazebnym

inhibitorem sav¢i ACC [1, 2, 28, 38]. Diilezitym zdrojem cytoplasmatického citratu je pyruvat,
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produkovany glykolyzou a dalSimi reakcemi. Pyruvat je v mitochondriich pfeménovan na
acetyl-CoA, ktery pak reaguje soxalacetatem za vzniku citratu vreakci katalyzované
citratsyntazou z cyklu trikarboxylovych kyselin. V cytoplasmé je citrat preméinovan zpét na
acetyl-CoA enzymem ATP-citrat lyasa. Proto mlze byt citrat povazovan také za transportni
formu acetyl-CoA z mitochondrie do cytoplasmy.

Aktivni forma zivocisné ACC je velky linearni polymer s molekulovou hmotnosti okolo 8
miliond Da [1, 2]. Tento polymer je tvoren az 10-20 protomery, které jsou dimery enzymu ACC.
Citrat a acyl-CoA s dlouhym retézcem reguluji enzymovou aktivitu ACC ¢astecné ovliviitovanim
rovnovahy tohoto polymeriza¢niho procesu. Citrat podporuje polymerizaci ACC coz vede k
aktivaci enzymu (K citratu pro ACC1 a ACC2 je ptiblizné 2 mM )[28], i kdyzZ tato aktivace mulze
predchazet polymerizacnimu procesu. Z predchoziho popisu vyplyva, Ze by citrat by mohl
zplsobit aktivacni konformacni zmény protomeru [63]. Kromé citratu mohou polymerizaci
podporovat i dalsi anionty, v¢etné isocitratu, malonatu, sulfatu a fosfatu.

Na rozdil od citratu je acyl-CoA sdlouhym fetézcem pevné vazan sACC, sK;
v nanomolarnich hodnotach, a podporuje disociaci polymeru na protomery.

Kromé regulace citratem a acyl-CoA s dlouhym retézcem jsou zivociSné ACC regulovany
také kovalentni modifikaci, konkrétné fosforylaci nékolika kritickych serinovych zbytkt [28].
Obé isoformy ACC mohou byt za fysiologickych podminek fosforylovany kindsou AMPK, coz
vyznamné inhibuje jejich aktivitu sniZzenim Vmax a sniZenim jejich citlivosti k aktivaci citratem.
Fosforylace AMPK kinasou také zvysuje inhibi¢ni ucinek palmitoyl-CoA [64]. Mista fosforylace
AMPK jsou Ser79, Ser1200, Ser1215 u ACC1 a Ser218 u ACC2. Ser79 u ACC1 a odpovidajici
Ser218 u ACC2 jsou umistény presné pred BC doménou a jejich fosforylace staci kinhibici
aktivity obou forem ACC. ACC2 totiz postrada fosforyla¢ni mista odpovidajici Ser1200 a
Ser1215 u ACC1. Kromé AMPK mohou byt ACC1 a ACC2 fosforylovany také protein kinasou A na
Ser77 a Ser1200 u ACC1, i kdyzZ fyziologicky vyznam této kovalentni modifikace nebyl jesté
objasnén [28, 31].

AMPK je hlavni metabolicky spinac ktery je aktivovan jako odpovéd na riizné stresové
signaly a zatéz [65-69]. AMPK mize byt aktivovana také riznymi adipokiny jako jsou leptin a
adiponektin [18, 66, 70-73]. Aktivovand AMPK reguluje fosforylaci katalytickou aktivitu velkého
poctu enzymil a bunécénych procest, coz nakonec vede k inhibici drah spotrebovavajicich ATP
(jako biosyntéza FA) a aktivaci drah produkujicich ATP (jako oxidace FA). AMPK je tudiz

prirozenym inhibitorem obou isoforem sav¢i ACC.
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ACC z E. coli a kvasinky Schizosaccharomyces pombe nejsou regulované citratem ani acyl-
CoA s dlouhym retézcem [2]. ACC z kvasinky Saccharomyces cerevisiae je aktivovana citratem, i
kdyz citrat nema vliv na stav oligomerizace homotetrameru tohoto enzymu [1]. ACC z E. coli je
inhibovana “acyl carrier” proteiny, které jsou pfimymi produkty komplexu syntetizujictho FA

[4].

1.1.6. ACC jako cil a¢inku 1é¢iv

U lidi hraji ACC1 a ACC2 hlavni roli v biosyntéze a oxidaci FA, ¢imz se stavaji atraktivnimi
cili pro objevovani novych 1éc¢iv proti obezité, cukrovce a dalSim projeviim metabolického
syndromu [37, 38]. Lidské isoformy ACC1 a ACC2 jsou si podobné v témér celé délce jejich
aminokyselinové sekvence (asi 2400 aa). ACC2 obsahuje navic N-terminalni sekvenci smérujici
tuto formu enzymu do mitochondrie [27]. Zde syntéza malonyl-CoA, katalyzovana ACC2, vede
k potlaceni  transportu FA do  mitochondrie systémem  zahrnujicim  karnitin
palmitoyltransferasu 1 (CPT1): malonyl-CoA inhibuje CPT1. ACC2 je exprimovana hlavné ve
svalech. Delece genu pro ACC2 u mysi vede ke kontinudlni oxidaci FA a ovliviiuje citlivost
k insulinu, coZ napovida tomu, Ze ACC2 je vhodnym tercem pro 1éCiva urcena k 1écbé obezity
[13-16]. Naproti tomu ACC1 je esencidlnim enzymem zodpovédnym za biosyntézu FA
v lipogennich tkanich (jatra a adipocyty). Delece genu pro ACC1 je embryo-letdlni a ma vyrazny
vliv na metabolismus lipidd v jatrech a tukové tkani [10-12]. Navic v mnoha nadorech dochazi
k up-regulaci lipogeneze, coz zvySuje poptavku po malonyl-CoA produkovaném ACC [74]. Zda
se, Ze malonyl-CoA hraje roli v hypotalamickém vnimani energie, metabolické rovnovahy a
kontroly prijimani potravy [75]. Hladina malonyl-CoA je kontrolovana také pfimo malonyl-CoA
dekarboxylasou [76]. Pro vyvoj novych 1éc¢iv proti obezité je tieba ziskat slouceninu, ktera by
specificky inhibovala ACC. Protoze lidské ACC1 a ACC2 vytvari dvé oddélené zasobarny (pools)
malonyl-CoA s dramaticky odliSnymi funkcemi, je nejvice zadouci ziskani isozym-specifickych
inhibitora tohoto enzymu.

Zatim je znamo jen velice malo uc¢innych nizkomolekularnich inhibitor savcich ACC. O
nékolika slou¢eninach bylo nedavno publikovano, Ze inhibuji obé isoformy savci ACC [77].

Sloucenina kyseliny benzoové, pokud je vjatrech preménéna na jeji ester-CoA, je
inhibitorem 5-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA reduktasy (Ki =18 mM) a ACC (K; =70 mM)
[78]. Tato sloucenina snizuje v krvi potkanti hladinu cholesterolu a triglyceridi. DalSim

inhibitorem ACC je ester-CoA w-hydroxy-alkandikarboxylové kyseliny [79]. U zvifecich modelt
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snizovala tato sloucCenina hladinu triglyceridii a FA v séru, hladinu glukosy po hladovéni a
hladinu insulinu, a také télesnou hmotnost.

Za ucelem inhibice ACC byly dale vyvinuty analogy FA s dlouhym retézcem [37]. Tyto
slouceniny jsou prevedeny na své estery a inhibuji enzymy diky své podobnosti s palmitoyl-
CoA. Spojenim biotinu a substrat-CoA vznikl dvousubstratovy analog inhibujici ACC [80].
Chloroacetylovany biotin inhibuje zivo¢iSnou ACC a sniZuje hromadéni tuka [81].

Sloucenina CP-640186 (obr. 1.3) ma ICso hodnoty okolo 50 nM viic¢i ACC1 a ACC2
z potkana, mys$i a opice. U testovanych zvifat tato latka sniZovala hladinu malonyl-CoA ve
mnozstvi tuku a télesnou hmotnost a zlepSovala citlivost kinsulinu [37]. Tato pozorovani
naznacuji, ze by ACC inhibitory mohly slouzit k 1é¢bé metabolického syndromu.

Hlavni cestou k dosazeni dobrého klinického vysledku je pravdépodobné stimulace
oxidace FA. Proto by mél klinicky kandidat uUc¢inné inhibovat ACC2. CP-640786 pisobi
neselektivné na obé formy ACC [37].

Zadna lé¢iva inhibujici lidskou ACC zaloZena na zminénych ani jinych slou¢eninach nebyla

jesté vyvinuta.

Obr. 1.3 Struktura CP-640186, (3R)-1'-(9-anthrylkarbonyl)-3-(morpholin-4-ylkarbonyl)-1,4"-bipiperidin

1.1.7. ACC jako cil u¢inku herbicidu

U rostlin je ACC osvédCenym tercem ucinku raznych latek. Dvé skupiny chemicky
podobnych molekul, aryloxyfenoxypropionaty (APPs) a cyklohexandiony (CHDs) selektivné
inhibuji homomerni chloroplastovou ACC trav, coz vede kjejich celosvétovému vyuzivani jako
herbicidii potlacujicich rast travnich pleveld. APPs a CHDs jsou reversibilni, vzajemné
neslucitelné inhibitory CT reakce [82]. Heteromerni chloroplastové ACC nejsou citlivé k APPs a

CHDs [83]. Tato necitlivost je pravdépodobné zplsobena podstatné odliSnou strukturou
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heteromerni ACC. Pfekvapenim je, Ze homomerni cytosolické ACC jsou radové méné citlivé nez
pomérné podobné homomerni chloroplastové ACC z Celedi Poaceae [84-87]. Obilné plodiny,
jako je psSenice, jsou k témto herbicidiim resistentni presto, Ze jejich plastidova ACC je citliva.
Tyto rostliny jsou schopné herbicidy rychle metabolizovat, ¢imz je inaktivuji. Ukazuji tak dalsi
mechanismus ziskani resistence k herbicidim na urovni celé rostliny [88, 89]. Byla nalezena
nova latka skupiny CHDs, ktera inhibuje plastidovou ACC ryze aniz poskozuje ryZovou rostlinu
[90].

Molekularni podstata rozdili v citlivosti vii¢i APPs a CHDs jesté objasnéna nebyla.
K rozpoznani determinant citlivosti k herbicidim inhibujicich ACC by mohly pomoci mutanty
travin, jejichZ mutace jsou zodpovédné za pozménénou citlivost cilového enzymu. APPs a CHDs
byly asi pred triceti lety zavedeny do celosvétového zemédélstvi a od té doby byly hojné
vyuzivany proti celé Skale travinnych pleveld. Disledkem toho je, Ze jiz bylo nahlaSeno 42
druhi@ rostlin resistentnich k herbicidim inhibujicim ACC a zména v ACC se stava Siroce
rozSitenym mechanismem resistence (International Survey of Herbicide Resistant Weeds;
domovskad stranka na www.weedscience.com). Jeden znejlépe prostudovanych pleveld je
psarka polni (Alopecurus myosuroides [Huds.]), hlavni travinny plevel zimni trody v Evropé.
Analyza mutantd psarky polni s resistentni ACC odhalila, Ze Ile-1781-Leu substituce udéluje
resistenci proti nékterym, ale ne vSem, APPs a CHDs a Ile-2041-Asn substituce udéluje
resistenci proti APPs ale ne proti CHDs [91-93]. Obé substituce se nachazi v CT doméné
chloroplastové ACC. Podobné vysledky byly ziskdny z mutovanych rostlin travinnych pleveli
jilku tuhého (Lolium rigidum (Gaud.)), béru zeleného (Setaria viridis (L. Beauv.)) a ovsa jalového
(Avena fatua (L.)) pro lle-na-Leu substituci [92, 94-96] a z L. rigidum pro Ile-na Asn substituci
[93].

1.2. PSenice z hlediska evoluce
1.2.1. Evoluce p$Seni¢nych genomi

Ptredpoklada se Ze vSichni zastupci rodu Triticeae , vCetné pSenice, jeCmene a zita, se
vyvinuli ze spolecného predka. Mezi né patfi i polyploidni druhy psSenice jako tetraploidni
pSenice naduteld Triticum turgidum a hexaploidni pSenice seta Triticum aestivum, které vznikly
procesy mezidruhové hybridizace mezi oddélenymi predky pSenice nasledované spontannim

zdvojenim chromosomi. Tyto polyploidi obsahuji celé genomy dvou nebo tfi druht
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v homozygotnim stavu. Hlavni genomy pSenice a jejich pribuznych, pojmenovanych A, B, D, G,
S atd., maji zakladni chromosomové ¢islo 7 a jsou jeden s druhym homologni (odrazi zbylou
homologii pivodné uplné homolognich chromosomii). Rod Triticeae predstavuje zajimavy
pripad protoze zahrnuje druhy rizné ploidie pro které jsou znamy nékteré klicové evolucni
kroky [23].

S 620 miliony tun vyprodukovanych ro¢né na celém svété zajistuje pSenice asi jednu
pétinu kalorii konzumovanych lidmi [97]. Zhruba 95 % pSeni¢né urody piedstavuje bézna
pSenice Triticum aestivum pouZzivana pro délani chleba, suSenek a tést, zatimco zbyvajicich 5 %
je tvrda pSenice T. durum pouzivand kvyrobé téstovin. PSenice jednozrnka (Triticum
monococcum) a pSenice dvouzrnka (T. dicoccum) a dalsi pluchaté pSenice jsou dnes reliktni
plodiny malého ekonomického vyznamu [97, 98].

PSenice jednozrnka je diploidni druh, zatimco tvrda a bézna pSenice jsou polyploidni
druhy, které vznikly mezidruhovou hybridizaci dvou a tf{ riznych diploidnich druhi. Usp&$nost
téchto domestikovanych polyploidnich druhi jde ruku vruce suspésnosti prirozenych
polyploidnich druht, které predstavuji vice nez 70 % rostlinnych druht [99] a maji sklon
k vétsimu geografickému rozsireni nez jejich blizci diploidni ptibuzni [97].

Geneticka pribuzenstvi mezi divokymi a domestikovanymi pSenicemi jednozrnky a
dvouzrnky naznacuji, Ze mistem domestikace je nejspiSe oblast na zdpad od Diyarbakiru
v jihovychodnim Turecku [100-102]. Rozmach zemédélstvi vtéto oblasti vedl krozsireni
domestikované psenice jednozrnky (T. monococcum, genomy AmAm) a domestikované pSenice
dvouzrnky (T. turgidum subspecies (ssp.) dicoccon, genomy BBAA) pres Asii, Evropu a Afriku.
Jihozapadni rozsireni péstovani domestikované dvouzrnky mélo za nasledek jeji spolecny
vyskyt sjizni subpopulaci divoké dvouzrnky (T. turgidum ssp. dicoccoides, genomy BBAA).
Vysledkem vymény genl mezi populacemi severni domestikované a jizni divoké dvouzrnky
nebo dvouzrnky domestikované v jizni oblasti bylo vytvoreni centra diversity domestikované
dvouzrnky v jiznim Levantu. Nasledkem toho bylo rozdéleni domestikované dvouzrnky na
severni a jizni subpopulace a u druhé znich doSlo ke zvySeni genové diversity [100].
Rozsifovani kultivace domestikované dvouzrnky na severovychod vedlo ke spoletnému
vyskytu s mnohostétem Aegilops tauschii (genomy DD) a ke vzniku bézné hexaploidni pSenice T.
aestivum (genomy AABBDD) vpasu tdhnoucim se od Arménie kjihozapadnimu pobiezi
Kaspického mote [103].

Genetické zmény zodpovédné za soubor znaki odliSujicich domestikované rostliny od

jejich divokych predkil jsou nazyvany domestikac¢ni syndrom [97]. U pSenice, jako u dalsich
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obilnin, je hlavni slozkou tohoto syndromu zpevnéni klasu, které zabranuje uvoliiovani zrn
vétrem a usnadiiuje sklizen. Dalsi slozkou domestika¢niho syndromu je ztrata pevné pluchy,
¢imz se z pluchaté psSenice stala pSenice naha. Dals$i znaky sdilené domestikovanymi druhy
pSenice jsou veétsi velikost zrna, nizs$i pocet odnozi, vzpiimenéjsi rist a omezeni dormance
obilek.

Velka vétsina polyploidnich rostlin, v¢éetné psSenice, vznikla hybridizaci mezi riznymi
druhy (allopolyploidie). Allopolyploidii se vjednom organismu setkavaji genomy drive
prizplisobené odliSnym prostfedim. Tak se vytvari potencidl pro adaptaci nového
allopolyploidniho druhu na Sirsi skalu podminek prostiedi. To je ziejmy ptipad hexaploidni
pSenice, kterd slucuje D genom z Ae. tauschii s AB genomy z tetraploidni pSenice. Ve srovnani
s tetraploidni pSenici ma hexaploidni T. aestivum lepsi prizptsobivost k riznym fotoperiodam,
vyssi toleranci k solim, nizkému pH, hliniku a mrazu, lepsi odolnost vici nékterym skiidciim a
chorobam a rozsifeny potencial k vyrobé riznych potravinovych produkti. To ale neznamena
ze exprese gend v allopolyploidu je souhrnem exprese geni jeho diploidnich predkd. U mnoha
uméle vytvorenych allopolyploidii byla popsana neaditivni exprese gent [99, 104]. Rychlé a
nahodilé procesy genovych expresi [105] zajiStuji dalsi zdroj genetickych variaci, které mohou
byt diilezité v uspésné adaptaci novych allopolyploidd.

Polyploidie ma ale také své stinné stranky. Vznik polyploidniho druhu je doprovazen
efektem uzkého hrdla lahve (bottleneck) [97], kdy maly pocet rostlin, podilejicich se na vzniku
nového polyploidniho druhu, omezuje pocate¢ni genovou diversitu. Protoze se vzniku T.
aestivum ucastnilo pouze nékolik genomt Aegilops tauschii [106], predpoklada se, Ze jeho D

genom bude omezeny.

1.2.2 PSeni¢na ACC

V pSenici se nachazeji také dvé isoformy ACC. Plastidovd ACC kdédovani genem ACC1
katalyzuje prvni krok biosyntézy FA preménénim acetyl-CoA na malonyl-CoA, ktery je pak
pouzit kptipojeni dvouuhlikatych fragmenti krostoucimu ftetézci FA. V cytoplasmé ACC
koédovana genem ACC2 produkuje malonyl-CoA pro sekundarni metabolismus zahrnujici i
prodluzovani FA s dlouhym retézcem. Gen kédujici plastidovou ACC u trav, kterd nahradila
vicepodjednotkovy enzym bakteridlniho ptivodu vyskytujici se u dvoudéloznych rostlin, vznikl

duplikaci genu kédujictho multidoménovou cytosolickou ACC [107]. Jedna kopie genu predka
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ziskala signalni sekvenci smérujici protein do plastidu (plastid-targeting signal) [52, 107], novy
promotor a nové regulacni elementy [52, 53]. PSenicné ACC1 a ACC2 geny nevykazuji
podobnost sekvenci vné exont kédujicich funkéni enzym. Pro obé ACC1 a ACC2 jsou vSechny tri
homology T. aestivum transkrip¢né aktivni a kazdy vyuziva dva promotory a alternativni sestrih
prvniho intronu k produkci transkripti sriznou organovou specifitou. Kazdy zhomologt
prispiva stejné k celkovému mnozstvi mRNA kazdého typu transkriptu [52, 53].

Analyzou genomové sekvence bylo prokazano, Ze v kazdém zhomolognich genomi
hexaploidni pSenice T. aestivum je pritomna jedna kopie aktivniho ACC genu [23, 24, 107-110].
Testovanim pribuznych druhi psSenice [23, 24, 107] byly nalezeny dvé kopie ACC1 genu
v diploidnim mnohostétu Aegilops speltoides. Topologie fylogenetického stromu podle ACC1
(obr. 1.4) naznacuje, Ze gen byl minimalné jednou duplikovan pred rozdélenim genomi
Aegilops a Triticum a vkazdé linii pak doSlo ke ztraté jiné kopie genu. Geny pro ACC1 se
nachazeji na kratkém rameni pSeni¢nych chromozémi skupiny 2. Gen pro ACC2 byl béhem
evoluce rodu Triticeae také nejméné dvakrat duplikovan, s naslednou specifickou ztratou genu
v riznych liniich [23]. V nékterych testovanych druzich rodu Triticeae byl nalezen Castecné
zpracovany pseudogen [107]. Geny pro ACC2 se nachazeji na dlouhém rameni chromozomu
skupiny 3 [23, 108].

Pro svou znac¢nou velikost a dostupnost informaci o jejich funkci, predstavuji pSeni¢né
geny, kodujici ACC, skvély pocatecni bod pro srovnavaci analyzu genomu. Transkribovana ¢ast
genu pro ACC1 v psSenici je dlouha 13,5 kb s 6,9 kb kédujici sekvence (2311 aa vCetné peptidu
zodpovédného pravdépodobné za prenos do chloroplastu) a obsahuje 33 introni s celkovou
délkou 6,3 kb. Transkribovana ¢ast genu pro ACC2 je dlouha 12,3 kb s 6,8 kb kédujici sekvence
(2258 nebo 2260 aa) a obsahuje 29 intront s celkovou délkou 4,4 kb.
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A T.urartu (763, Lebanon) 327 (3) Triticum/Aegi]()ps
A T.monococcum, ssp. monococcum (2025, Turkey) 333 (3)
A T.monococcum, ssp. monococcum (138, Unknown) 619 (3)
59 A T.monococcum, ssp. monococcum (142, Bosnia) 660 (5)
AB T. turgidum, ssp. dicoccoides (51, Israel) 402 (3)
AG T. timopheevii, ssp. timopheevii (103, Yugoslavia) 497 (7) A
AB T. turgidum, ssp. dicoccoides (73, Lebanon) 323 (3)

AB T. turgidum, ssp. dicoccoides (1392, Jordan) 331 (6)

AG T.timopheevii,ssp.armeniacum (2, Armenia) 472 (5)

ABD T. aestivum (Tam 107) 357 (3) = Acc-1,2

A T.monococcum, ssp. aegilopoides (183, Iran) 422 (3)

A T.monococcum, ssp. aegilopoides (291, Iraq) 481 (7)

E S Ae. speltoides, ssp. ligustica (2779, Israel) pla2 (5)

82 S Ae. speltoides, ssp. ligustica (1770, Iraq) pla (11) S
100 S Ae. speltoides, ssp. speltoides (2368, Turkey) 336 (5)
D Ae. tauschii, ssp. tauschii (1691, Unknown) 469 (6) I D
ABD T. aestivum (Tam 107) 248 (3) = Acc-1,1
68 ABD T. aestivum (Tam 107) 303 (8) = Acc-1,3
AB T.urgidum, ssp.dicoccoides (51, Israel) 318 (2) B
AB T. turgidum, ssp. dicoccoides (73, Lebanon) 321 (2)
AB T. turgidum, ssp. dicoccoides (84, Turkey) 324 (3)
D Ae. tauschii, ssp. tauschii (1704, Tadjikistan) 419 (3) I D
S Ae. speltoides , ssp. speltoides (1789, Iraq) pla2 (4)
99 . S f\e.:.\'pelmif/(’.\'. ssp. IAi‘guA\'ti('u (2779, l,\vrucl) plal (3)
60 AG T.timopheevii, ssp. timopheevii (103, Yugoslavia) 476 (4) | G
827 AG T.timopheevii,ssp.armeniacum (2, Armenia) 474 (3)
SSAe. searsi (2355, Israel) pla (11)
SSAe. searsi (2343, Syria) pla (8)
SSAe. searsi (1840, Israel) pla (8)

0.01 substitution/site

100

SSAe. searsi (1837, Jordan) pla (8)
SIA(’. longissima (1912, Israel) pla (9) S
slae. longissima (1921, Jordan) pla (6)

S‘“h/w. sharonensis (1996, Israel) pla (10)
SShAe . sharonensis (2065, Turkey) pla (12)
SPAe. bicornis (1954, Egypt) pla (11)
S Ae. speltoides , ssp. speltoides (1789, Iraq) plal (16)
S Ae. spelioides, ssp. speltoides (1793, Syria) pla (10)
77 S Ae. speltoides, ssp. speltoides (2780, Israel) pla2 (9)
S Ae. speltoides . ssp. speltoides (2780, Israel) plal (6)

10C

97

63

78

88

S. cereale (Imperial) pla (7) Secale
H.vulgare (Betzes) pla (11) Hordeum

Obr. 1.4 Fylogeneticky strom skupiny Triticeae/Aegilops zaloZeny na intronovych sekvencich genu ACC1
vypocitany metodou neighbor-joining. Nazvy taxonid obsahuji skladbu genomu (Triticeae/Aegilops),
druhové jméno, pristupové Cislo/nazev kultivaru, geograficky piavod (Triticeae/Aegilops), jméno
sekvence, ¢islo a pocet analyzovanych klonl. Piistupova ¢isla druhu jsou stejna jako ve sbirce Wheat
Genetic Resource Center (Kansas State University).

Upraveno podle [24].

1.3. Systém s kvasinkovymi kmeny s nahrazenymi geny (GR systém)

V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae je ACC kédovana genem ACC1 a zajistuje malonyl-
CoA jak pro biosyntézu FA, tak pro jejich naslednou elongaci. Produkt téhoZ genu je potrebny
pro zajisténi malonyl-CoA pro biosyntézu FA s velmi dlouhym fetézcem potiebnych v jaderném

obalu. Jedinou esencialni roli ACC1 v kvasinkach je tedy produkce malonyl-CoA [111].
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Kvasinky jsou diploidni organismy a pri preruseni jedné alely ACC1 mohou dale ritst,
nebot exprese genu ACC1 je zajiStovana z druhé alely tohoto genu. Pokud ale dojde ke sporulaci
buiiky s preruSenou alelou ACC1, vzniknou z kazdé buniky namisto ¢tyt zivotaschopnych spor
pouze dvé (ty které obsahuji neporusenou alelu ACC). Buiiky ze spor s prerusenou alelou ACC
se rozdéli jen nékolikrat a potom hynou. Pokud je ale nedostatek jejich ACC dodan zjiného
zdroje, mohou se dale mnozit. V kvasinkovém GR systému je nulovd mutace ACC1
komplementovana cizi ACC exprimovanou z vysoko-kopiového plasmidu rady pRS. V plazmidu
PRS je cizi komplementujici gen vloZzen za kvasinkovy promotor GAL10 a kvasinkovou ACC1
vedouci sekvenci, k nému je pripojen kvasinkovy 3‘-konec (obr. 1.5). Silny promotor GAL10
umoziiuje vysokou hladinu a regulovatelnost exprese ACC. Vedouci a koncova sekvence
z kvasinkové ACC1 byly fizovany scizim genem pro zajiSténi spravné interpretace

transkripc¢nich a translacnich signali a stability mRNA [86].

kvasinkova ACC1 vedouci sekvence kvasinkova koncova
GAL10 AUG ACC1 sekvence
promotor / Stop l

* Neol cDNA psenicné plastidové ACC *
BamHI Ecolﬂ Sall BamHI1 Sall

\ yi
| .
pRS423

Obr. 1.5 Struktura kvasinkového expresniho plazmidu pRS423, kédujiciho pSeni¢nou plastidovou ACC.
Podle [86].

Plazmidem pRS423 svloZenym genem pro cizi ACC jsou transformovany kvasinkové
buiiky Saccharomyces cerevisiae kmene W303D-ACC14LEUz (MATa/«a, ura3, his3, trpl, adel,
accl). Tento kmen vznikl z laboratorniho kmene W303d (MATa/a, ura3, leu2, his3, trp1, adel)
vlozenim kazety s genem LEU2 do kédujici sekvence genu ACC1. Proto kmen W303D-ACC1ALEV2
na rozdil od kmene W303D miiZe syntetizovat leucin ale nese pouze jednu funké¢ni alelu pro
ACC1. Po sporulaci je mozné testovat komplementaci cizi ACC kédované plazmidem
v haploidnich bunkach obsahujicich pouze mutovanou alelu kvasinkové ACC1. A haploidni

kmeny s tispésSnou komplementaci mohou byt pouzity k testovani inhibitort ACC [86].
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S pomoci kvasinkového GR systému se jiz podatilo exprimovat ACC pSenice [112] a
Toxoplasma gondii [113] v jejich aktivni konformaci v S. cerevisiae. Vysoky stupen aktivity v
transgennich kvasinkovych kmenech naznacuje, Ze cizi apoprotein je uc¢inné modifikovan
kvasinkovou apoprotein-biotin ligdzou. Kazdy isozym nebo forma ACC miiZe byt analyzovana in
vivo (v prislusném kvasinkovém kmenu) a in vitro (extrakty z kvasinek) a purifikovana pro
biochemické a strukturni studie. Silny promotor GAL10 a vysoko-kopiové plasmidy rady pRS
umoziuji vysokou hladinu a regulovatelnost exprese. Pri nizkych koncentracich galaktosy se
ACC stava limitujici pro rast, coz zvySuje citlivost transgenni kvasinky kinhibitorim
specifickym pro ACC. Pri plné indukci je mozné ziskat dostatek aktivni ACC pro biochemické a

strukturni studie.
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2. Cile prace

Cilem prvni casti disertacni prace bylo potvrzeni spojitosti mutaci Cys-1999, Cys-2027,
Asn-2041, Gly-2078 a Ala-2096 vplastidové formé ACC sresistenci vici
aryloxyfenoxypropionatovym (APP) a cyklohexandionovym (CHD) herbicidim. Tyto mutace
byly s pomoci sekvenovani a specifické PCR metody nalezeny v rostlinach Avena sterilis ssp.
ludoviciana Durieu resistentnich vii¢i pouzivanym herbicidim (APP) a (CHD). Nasim tkolem
bylo ovérit, zda tyto jednotlivé mutace zpilsobi resistenci i u psSenicné ACC. Konkrétné to
znamenalo:

1. Pripravit konstrukty nesouci v kvasinkovém kyvadlovém vektoru
pRS423 pSeni¢nou chimérni ACC nesouci jednu z péti mutaci: Cys-1999, Cys-2027, Asn-
2041, Gly-2078 a Ala-2096.

2. Testovat komplementaci kvasinkové ACC1 nulové mutace chimérni ACC
nesouci jednu z péti mutaci. Testovat citlivost komplementujicich kvasinkovych kment

k herbicidim fenoxaprop-P-ethylu, haloxyfopu a sethoxydimu.

Druha ¢ast prace méla za cil analyzu sekvence lokusii pSeni¢né ACC1 a ACC2, kédujicich
plastidovou a cytosolovou formu enzymu ACC za Gcelem prohloubeni znalosti evoluce téchto
gentl a pavodu tfi genomi v moderni hexaploidni pSenici. K tomu bylo pottreba:

1. Isolovat klony BAC DNA obsahujici homology A genti ACC1 a ACC2 z T.
urartu a T. aestivum, homology B gent ACC1 a ACC2 z T. turgidum a T. aestivum a
homology D genti ACC1 a ACC2 z Ae. tauschii a T. aestivum.

2. Sekvenovat vybrané klony BAC DNA.

3. Porovnat ziskané sekvence mezi sebou a s dal§imi zndmymi sekvencemi

genu ACC a odhadnout doby oddélent linii predkti hexaploidni pSenice.

Cilem posledni casti prace bylo vyvinout systém pro rychlé vyhledavani novych
specifickych inhibitort lidské ACC2. K tomu jsme se rozhodli pouzit kvasinkovy GR systém. Pro
dosazeni naseho cile bylo tieba:

1. Pripravit konstrukty nesouci v kvasinkovém kyvadlovém vektoru
pRS423 ¢DNA lidské ACC1 a ACC2 a chimérni gen sloZzeny ze sekvenci
koédujicich pSeni¢nou cytosolickou ACC a lidskou ACC2.
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2. Testovat komplementaci kvasinkové ACC1 nulové mutace ACC
koédovanou v pripravenych konstruktech. Optimalizovat podminky pro vysokokapacitni
testovani potencidlnich inhibitora lidské ACC.

3. Testovat tfi knihovny chemickych latek scilem najit potencialni

inhibitory lidskych ACC.
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3. Material a metody

Pouzity material je uveden v prilohach 1,2 a 3.

K dosazeni vysledki jsme pouzili metody:

Isolace BAC DNA, priprava knihovny fragmenti BAC DNA a jeji sekvenovani, a
analyza sekvenci: BAC DNA byla isolovana pomoci Large-Construct Kit (Qiagen), poté byla
fragmentovana pomoci Hydroshear Instrument (GeneMachines). Fragmenty dlouhé 1,5-3
kb byly po elektroforese purifikovany z agarozového gelu a klonovany do vektoru pSMART
(Lucigen) nebo plK96 (Stanford Human Genome Center). VSechny fragmenty byly sekvenovany
z jednoho konce a potom byly na zikladé ¢astecného poskladani sekvenci vybrany klony pro
sekvenovani z druhého konce. Mezery byly doplnény sekvenovanim vybranych klont se
specifickymi primery nebo sekvenovanim produkt PCR ziskanych s pouzitim primert
nasedajicich na konce subkontigli. Sekven¢ni kontigy byly poskladany a editovany v programu
Sequencher (Gene Codes). Struktura intronti/exonti gent ACC byla urcena na zakladé
publikovanych informaci [108-110]. DNA sekvence byly porovnavany v programu Clustal X
1.83.1 [114] a, kde to bylo nezbytné, dale editovany pomoci MacClade 4.08 (Sinauer Associates).
Frekvence substituci mezi parovanymi nukleotidy byly po manudlnim usporadani sekvenci
vypocitany s pouzitim programu Microsoft Excel, vSechny mezery byly z porovnani vylouceny.
Pro vypocty jsme pouzili okno velikosti 1 kb pohybujici se po 1 bp. VSechny nesynonymni
pozice z porovnani vice sekvenci byly z vypoctu vylouceny. Tyto vysledky byly pouzity pouze
k urceni rozlozeni synonymnich sekvenci uvniti sekvence genu. Frekvence synonymnich
substituci byly vypocitiny metodou Nei-Gojobori s korekci Jukes-Cantora pro vicecetné
substituce, jak je to provedeno v MEGA [115]. VSechny pozice s mezerami byly z téchto vypocti
vyrazeny. Doby oddéleni genti ACC byly vypocitany pomoci frekvence synonymnich substituci,
kdy jsme pri kalibraci molekularnich hodin vychazeli z doby oddéleni Pooideae a Panicoideae
pied 60 miliony let, a z frekvenci intronovych substituci, kdy jsme pri kalibraci molekularnich
hodin vychazeli z doby oddéleni pSenice a jeCmene pred 11,6 miliony let. Odchylky frekvence
substituci spojené s analyzou souboru dat (mnohocetné porovnani) a od nich odvozené doby
oddéleni byly vyhodnoceny metodou bootstrap (5000 opakovani) jak je to provedeno v MEGA.

Zdroje dalsich kédujicich sekvenci genu ACC jsou uvedeny v ptiloze 3 (doplitujici informace).

Systém s kvasinkovymi kmeny s nahrazenymi geny (GR systém) - princip je popsan v

kapitole literarni uvod (1.3.). Priprava konstrukti psenicné ACC s aminokyselinovymi
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substitucemi je popsana v priloze 1. Priprava konstruktii pro vysokokapacitni GR systém
slidskymi ACC1 a ACC2 a chimérami pSenicné cytosolové ACC2/lidské ACC2 je popsana
v priloze 3 (dopliujici informace).

Pfipravenymi konstrukty byly transformovany bunky Saccharomyces cerevisiae kmene
W303D-ACC14LEUz (MATa/«, ura3, his3, trpl, adel, accl) s pouzitim EZ kitu (Zymo Research,
Orange, CA) podle pokynl vyrobce. Transformované buiiky byly selektovany na miskach
s minimalnim médiem (0,17% kvasinkova dusikata baze, 0,5% sulfait amonny, 2% D- glukosa,
adenin sulfat (10mg/1), uracil (20mg/1), leucin (200mg/1), tryptofan (50mg/l1) a ampicilin
(50mg/1)). Sporulace byla indukovdna v SPII médiu (2% acetat draselny, adenin sulfat
(7,5mg/1), uracil (7,5mg/1), leucin (7,5mg/1), tryptofan (7,5mg/1) a ampicilin (50mg/1)) 2-3 dny
ve 30°C. Sporulyjici bunikky byly suspendovany v 50ul zasobniho roztoku zymolazy T100
(ICN)(50pg/ml v 1M sorbitolu) a suspenze byla inkubovana pti 30°C ptiblizné 5 minut. Kdyz se
zacala rozvolnovat sténa askt, byly zkumavky preneseny na led a bylo k nim piidano 150 pl
sterilni vody. Z kazdého z ptiblizné 20-30 vybranych askli byly s pomoci mikroskopu s
mikrojehlou rozmistény 4 spory na misce s YPRG médiem (1% bacto-yeast extract, 2% pepton-
trypton, 2% rafinosa, 2% galaktosa, 0,1% adenin sulfat, ampicillin (50mg/1), 1,5% agar) pro
tetradovou analyzu. Pritomnost komplemetujictho genu byla ovérena ristem na selek¢nich
mediich a zavislosti riistu na galaktose.

Testovani ristu a inhibice kmeni s pseni¢nou ACC s aminokyselinovymi substitucemi
bylo provaddéno mérenim optické density pii 600 nm. Jedna jednotka OD odpovida hustoté
priblizné 1,3 x 107 bunék na mililitr. Experimenty byly provadény v 3ml kulturdch ve
zkumavkach nebo 0,2ml kulturdach v 96-jamkovych destickach, v YPRG médiu, pii 23°C nebo
30°C. Inhibitory byly ptidavany ze 100x koncentrovaného zasobniho roztoku v DMSO. Do
kontrolniho média pro méreni ristu kvasinek bez inhibitort bylo pridavano 1% DMSO.

Testovani uc¢inku inhibitorti vysokokapacitnim systémem je popsano v priloze 3
(doplnujici informace).

V priloze 3 (dopliujici informace) je uveden i postup isolace proteinu pro testovani
aktivity in vitro. Testovani aktivity bylo provadéno s pouzitim radioaktivniho NaH14CO3

(priloha 3, dopliujici informace).
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4. Vysledky a diskuse

Predkladana disertacni prace je koncipovana jako komentovany soubor publikaci
s pivodnimi vysledky, jejichz spoletnym tématem je acetyl-CoA karboxylasa (ACC). ACC je
dilezitym enzymem metabolismu lipidt. Je také proto vhodnym cilem pro plisobeni inhibitort
- at' jiz dlouho pouzivanych herbicidl inhibujicich plastidovou ACC travinnych plevela (kterym
se vénuji vkapitole 4.1) nebo potenciadlnich 1é¢iv proti obezité inhibujicich lidskou
mitochondridlni formu ACC (které jsou studovany v kapitole 4.3). Geny koédujici
multidoménovou ACC jsou navic pro svoji velikost vhodné jako vychozi bod pro komparativni
genomovou analyzu, obzvlasté u psSenice, kterd ma obé formy ACC multidoménové a jejiz

intergenové sekvence podléhaji velmi ¢astym zménam. Této tematice se vénuje kapitola 4.2.

4.1 Mutace plastidové ACC a resistence viici herbicidlim

4.1.1 Mutace Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys, Ille-2041-Asn a Asp-2078-Gly a Gly-2096-Ala a

resistence vuci herbicidum

Cilem této Casti prace bylo ovérit spojitost mutaci Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys, Ile-2041-
Asn, Asp-2078-Gly a Gly-2096-Ala v plastidové ACC s resistenci travinného plevelu ovsa
jalového (Avena sterilis ssp. ludoviciana Durieu) k aryloxyfenoxypropionatovym (APP) a
cyklohexandionovym (CHD) herbicidtim.

APP a CHD herbicidy jsou ¢asto pouzivany k selektivni redukci travinnych pleveld. Mnoho
z téchto plevell se vSak stalo viici pouzivanym herbicidim resistentni [116]. Sekvenovanim
genomové DNA a cDNA a metodou PCR bylo v CT doméné ACC z rostlin A. sterilis ssp. ludoviciana
resistentnich k herbicidim odhaleno pét substituci aminokyselin: Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys,
[le-2041-Asn, Asp-2078-Gly a Gly-2096-Ala. Kazda z 279 rostlin v deviti populacich nesla pouze
jednu z péti mutaci spojenych s resistenci. Tyto zmutované aminokyselinové zbytky nebyly
nalezeny na odpovidajicich mistech ACC zadnych citlivych druht travin. Navic ¢tyti z téchto
mutaci, Trp-2027-Cys, lle-2041-Asn a Asp-2078-Gly a Gly-2096-Ala, byly nalezeny v dalSich
plevelnych travinnych druzich resistentnich kinhibitorim ACC [91-96, 116, 117], hlavné
v psarce polni (Alopecurus myosuroides). Mutace Trp-1999-Cys jeSté nebyla u zadného

rostlinného druhu v souvislosti s resistenci k herbicidim popsana.
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Sekvencni porovnani alel Cys-1999, Asn-2041 a Gly-2078 se tremi homology ACC1 z A.
fatua ukazalo, ze mutaci udélujici resistenci k herbicidim mtiZe nést kterykoli ze tii homologt
hexaploidni A. sterilis ssp. ludoviciana. Proto je Sance k ziskdni mutované alely vyssi u
hexaploidnich trav nez u diploidnich. K#iZenim rostlin obsahujicich rzné resistencni alely a
ziskanim potomstva s resistencnimi mutacemi na kazdém z homolognich chromosomi by se
mohl zkoumat vliv mnozstvi mutovanych genli na miru resistence v polyploidnich druzich
pleveld. Zajimavé je, Ze jedna populace (Shk) obsahovala nejméné tfi rizné mutace vedouci k

resistenci, ale Zadna jednotlivd rostlina neobsahovala vice nez jednu mutaci. Je mozné, ze

viceCetné mutace jsou spojené se snizenim fitness.

4.1.2 Ovéreni vlivu mutaci pomoci (GR) systému

K ovéreni vlivu zminénych mutaci na resistenci vii¢i herbicidim jsme pouzili kvasinkové
GR kmeny exprimujici chimérni pSeni¢nou ACC. Chimérni ACC se skladala z N-terminalni c¢asti
pSeni¢né cytosolové ACC a C-terminalni ¢asti pSenicné plastidové ACC zahrnujici celé vazebné
misto herbicidd.

Ziskali jsme ¢tyri kvasinkové GR kmeny, jejichz rlst zavisel na chimérni psenicné ACC
nesouci jednu z mutaci: Trp-1999-Cys, Trp-2027-Cys, lle-2041-Asn a Asp-2078-Gly, a testovali
jsme jejich odolnost viici herbicidim.

NaSe pokusy uzivajici kvasinkové GR kmeny potvrzuji vysledky fenotypovych a
sekvencnich analyz: jedind zména aminokyseliny Asp-2078-Gly udéluje silnou resistenci
k herbicidim typu APPs i CHDs; Trp-2027-Cys a Ile-2041-Asn udéluje silnou resistenci k APPs
(a slabou resistenci k CHDs) a Trp-1999-Cys udéluje silnou resistenci pouze kjednomu
z testovanych APP herbicidli, fenoxapropu (obr. 4.1). Tyto aminokyselinové substituce jsou
spojené sresistenci rostlin jako A. sterilis, A. myosuroides a L. rigidum. Pasobi také ve
strukturnim kontextu pSeni¢né plastidové ACC, coz naznacuje, Ze takovéto mutované alely se
zaménénou jedinou aminokyselinou mohou byt snadno selektovany v dalsich travnich

plevelech vystavenych oSetrovani herbicidy.
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Obr. 4.1 Reakce kvasinkovych GR kmend, zavislych svym ristem na chimérni pSeni¢né ACC nesouci
bodové mutace, na fenoxaprop-P-ethyl, haloxyfop a sethoxydim. Kontrolni (citlivy) kmen s chimérni

pSeni¢nou ACC (bez mutace) je oznacen w-t.

Co se tyce uspésnosti komplementace kvasinkové nulové mutace pseni¢nou ACC nesouci
jednotlivé mutace, rostly kvasinkové kmeny s chimérnimi ACC nesoucimi mutace Trp-2027-Cys,
[le-2041-Asn a Asp-2078-Gly stejné dobie jako kmen bez mutaci. Chimérni ACC s mutaci Gly-
2096-Ala nekomplementuje kvasinkovou ACC1 nulovou mutaci, pravdépodobné z divodu
nedostatku enzymové aktivity potrebné k udrZeni riistu kvasinek. GR kmen s mutaci Trp-1999-
Cys v ACC rostl podstatné pomaleji (s dvakrat delsi dobou zdvojeni), coz naznacuje, Ze tato
mutace ma vyznamny vliv na aktivitu enzymu. Pfestane-li plsobit selek¢ni tlak, mtze takto
sniZzena aktivita zplsobit vyznamné sniZeni fitness svého nositele ovliviiujici jeho pretrvani
v divokych populacich. Dopad na hexaploidni rostliny by nemusel byt tak zavazny. SniZeni
enzymové aktivity bylo navrzeno u ACC s mutacemi Trp-2027-Cys a Asp-2078-Gly, ale ne
s mutacemi Ile-2041-Asn a Gly-2096-Ala [93, 116]. Samotna pritomnost aminokyselinového
zbytku Ala v pozici 2096 by neméla mit zasadni vliv na aktivitu enzymu obecné, protoze
kvasinkova ACC divokého typu ma na odpovidajicim misté Ala a je plné funkéni. Nedostatecna
komplementace ACC s mutaci Gly-2096-Ala musi byt zplisobena specifickym problémem ve

strukturnim kontextu pSeni¢né plastidové ACC.

4.1.3 Vyznam detekce mutaci

Nase pokusy s kvasinkovymi GR kmeny potvrdily spojitost mutaci, detekovanych pomoci

PCR testl a sekvenovani, s resistenci rostlin k herbicidim. Bylo ovéfeno, Ze tyto molekularni
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metody (PCR a sekvenovani) je mozné pouzivat k detekci resistence u rostlin. Uvedeny zpiisob
detekce je rychly, na rozdil od testd v kvétinacich, které jsou pracné a casové a prostorové
narocné. Spolehlivé, rychlé a jednoduché detekce resistence k herbicidiim jsou potiebné pro
farmare, aby mohli vcas zavést alternativni strategie pouzivani herbicidi a zabranili tak
dalsimu rozsifovani resistentniho plevele. AvSak pouze fenotypové analyzy mohou identifikovat

jedince, jejichZ mechanismus resistence jeSté nebyl charakterizovan na molekularni tirovni.

vvvvv

4.2 Homologické lokusy ACC a evoluce psSeni¢nych genomi

4.2.1 Evolu¢ni historie pSenice

V této Casti prace jsme se soustredili na studium evoluce rodd pSenice (Triticum) a
mnohostétu (Aegilops), jednak pro dilezitost pSenice jako hlavni zemédélské plodiny, jednak
pro sloZitost jeji evolu¢ni historie: od oddéleni diploidnich predkl pSenice, pres dva kroky
polyploidizace, domestikaci a dlouhodobé slechténi. U pSenice je vétSina aktivnich gent znacné
rozptyleni mezi dlouhymi, rychle se ménicimi intergenovymi oblastmi, které sestavaji hlavné
z repetitivnich sekvenci. Kromé mutaci podléhaji aktivni geny Castym duplikacim a delecim a
také konverzim a nepravidelnym prekrizenim (crossing-over) mezi paralogy coz vede
k hybridnim gen@m. Tyto procesy jsou specifické pro rody, genomy a pocet genii [118-120].

Na zakladé archeologickych artefaktii bylo odhadnuto, Ze hexaploidni genom pSenice seté
(T. aestivum), ABD, vznikl pred 10000 lety [125]. Podle metody molekularnich hodin doslo
k oddéleni pSeni¢nych predkd Triticum urartu (A genom), mnohoStétu Aegilops tauschii (D
genom) a mnohoStétu Aegilops speltoides (S genom, predek B genomu) pied 2- 4 miliony let a
ke vzniku tetraploidni pSenice nadutelé (Triticum turgidum, AB genom) pred 0.5 milionem let
[22, 24]. Na zaklad€é analyzy genti Sutl a PhyC byla navrzZena Casnéjsi oddéleni predkid A, Ba D
genomi [21]. VSechny tyto odhady mohou nést chybu spojenou s datovanim fosilii, které bylo

pouzito k urceni oddéleni hlavnich podceledi trav.
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4.2.2 Analyza sekvence pSeni¢nych lokusti ACC1 a ACC2

Pro porozuméni evoluce gentt ACC1 a ACC2 a ptlivodu tfi genomti moderni hexaploidni
pSenice jsme se pokusili analyzovat sekvence pSeni¢nych lokusti ACC1 a ACC2, kédujicich
plastidovou a cytosolovou formu enzymu ACC. Sekvenovali jsme lokusy ACC1 a ACC2 z Triticum
urartu (A genom), Aegilops tauschii (D genom), Triticum turgidum (AB genom) a Triticum

aestivum (ABD genom) a také dva ACC2 pseudogeny z T. urartu.
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Obr. 4.2 Sekvenované lokusy ACC. Kodujici sekvence genti pro ACC a konservovanych genti nachéazejicich
se pred (upstream) ACC1 a bezprostiedné za (downstream) ACC2 jsou znazornény Cerné. Pseudogeny
jsou oznacené ¢ernymi Sikmymi pruhy. Lokusy ACC1 a ACC2 vykazuji podobnost pouze mezi kédujicimi
sekvencemi exont. Oblasti po stranach kédujici sekvence Acc oznacené Sedé obsahuji sekvence
konservované mezi A, B a D homology. Podobnost sekvenci mezi homology je zndzornéna barevné.
Tmavsi barva useku pted (upstream) genem ACC2 B oznacuje niz$i miru identity nez u useku
downstream. Bile jsou oznaceny Casti postradajici sekvencni podobnost ortholog.

Na zdkladé diive publikovanych informaci o sekvencich [23, 24, 107] jsme vybrali,

isolovali a sekvenovali BAC DNA vSech zminénych homologi (obr. 4.2) kromé homologu A

38



Vysledky a diskuse

ACC2 z T. turgidum. VSechny tri ACC2 BAC klony isolované z knihovny T. turgidum obsahovaly
pouze homolog B. Dale jsme nalezli BAC z T. turgidum a T. urartu obsahujici ACC2 pseudogeny
(P - ACC2).
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Obr. 4.3 Struktura ACC genl a porovnani dvojic (pairwise) sekvenci synonymnich ¢asti a intront. (A)
Exony kddujici vysoce konservované BC a CT domény ACC jsou znazornény ve stejnych barvach. Introny
jsou zndzornény bile, 5'- a 3'-UTR Zluté. 5'- a 3'-konce genl znazornéné Sedé obsahuji ¢asti sekvence
konservované mezi homology A, Ba D ACC1 a ACC2 gent. Mezi geny ACC1 a ACC2 neni Zadna sekvencni
podobnost vné kédujicich exonil. Cervené trojihelniky oznacuji polohu pfed¢asnych stop kodént, modré
trojuhelniky polohu posunt ¢teciho rdmce. Schéma zobrazuje geny z T. urartu, ale struktura ACC gent
ostatnich druhi pSenice je velice podobna. (B-E) Porovnani sekvence gent ACC1 (B a C) a ACC2 (D a E)
mezi synonymnimi misty (silnd ¢ara) a spojenymi nekdédujicimi a intronovymi misty (tenka cara).
Procento odlisnych nukleotidi bylo vypocitano s pouzitim 1-kb okna posunovaného po 1 bp. Prvni
nukleotid prvniho intronu vkddujici oblasti (zvyraznéné Sedé) je spojen sprvnim nukleotidem
inicia¢niho kodénu translace. Intronové a exonové sekvence nejsou seirazené piesné protoze maji rtizné
pozice a délky. Posledni intron byl spojen s 3‘-koncem genu. 5- a 3‘- koncové sekvence genu ACC1
pouzité pro tato porovnani obsahovala pouze dlouhé konservované casti. Z jecmene byla k dispozici
pouze neuplna sekvence gentit ACC.
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Zadny ze sekvenovanych lokust neobsahoval vice neZ jeden gen ACC nebo pseudogen.
Geny a pseudogeny ACC ze nenachazeji v tésné blizkosti (na stejném BAC insertu), ale podle
vysledkd pokusii mapovani chromosomi se nachazeji na stejném segmentu chromosomu [23].
Toto pozorovani je vsouladu i s rtiznou lokalizaci gentit ACC1 a ACC2. Struktura gent ACC je
ukazana na obr. 4.3 A. Na obr. 4.3 B-E je znazornéno rozlozeni synonymnich a intronovych
substituci v genech ACC a v sekvencich vné genti. Rozdily mezi sekvencemi intrond neumoznuji
porovnani vzdalenéjSich pribuznych nez na trovni rodu Triticeae a odliSnost sekvenci
ohraniCujicich geny umoznuje pouze porovnani mezi homology. Pro porovnani tfi podceledi
Celedi lipnicovitych jsme pouzili sekvence ACC z psarky (Alopecurus, podceled’ Pooideae), ryze
(podceled’ Erhartoideae) a kukuftice, ¢iroku (Sorghum) a béru (Setaria) (podceled’ Panicoideae).

RozlozZeni synonymnich substituci mezi témito druhy se vyznamné lisi v riznych ¢astech
kodujici sekvence zptlisobem, ktery naznacCuje souvislost skonservovanosti sekvence na
aminokyselinové drovni: biotin karboxylasa (BC) a karboxyl transferasa (CT) jsou nejvice
konservované casti ACC. Tato tendence je méné vyrazna u ACC2 (obr. 4.3 D). Gen ACC2
nekdéduje peptid pro transport do chloroplastu, ktery je méné konservovany. Proto se
konservovana BC doména nachazi velmi blizko 5- konce genu.

Pro ziskdni kvantitativniho popisu porovnani sekvenci a odhadu doby oddéleni
vyvojovych linif jsme v tabulce 4.1 uvedli vzdalenosti dvojic podle synonymnich a intronovych
substituci. Molekularni hodiny byly nastaveny podle oddéleni Pooideae a Panicoideae pted 60
miliony let. Molekularni hodiny pro introny, které mohou byt spolehlivé porovnavany pouze na
urovni rodu a niZe, byly kalibrovany s uzitim doby oddéleni psSenice a jecmene vypocitané podle
synonymnich substituci v kazdém genu (tab. 4.1). Pro ACC1 gen byly vypocitany dvé
vzdalenosti: jedna zalozena na celé délce a jedna zaloZena na prvnich dvou tfetinach (segment
Ea) kédujici sekvence. Tyto dvé vzdalenosti jsou odlisné pro homology A, B a D a mezi pSenici a
jeCcmenem, ale jsou shodné (v ramci odchylky) pro vSechny dalsi dvojice sekvenci. Tento
vysledek je v souladu se zvySenym vyskytem substituci v posledni tietiné kdédujici sekvence
ACC1 (segment Eb) pozorovanym pouze na urovni homologili a ovliviiujicim podstatné pouze
vzdalenosti mezi dvojicemi A, B a D genl a v mensi mire vzdalenosti mezi je¢menem a
pSeni¢nymi A, B a D sekvencemi. Tento jev se nezda byt obecnou vlastnosti genu ACCI.
Sekvence segmentu Ea byla pouzita také k porovnani synonymnich a intronovych mist.
Vzdalenosti intront se velmi podobaji vzdalenostem synonymnich mist sousednich exonti (obr.

4.4). Doby oddéleni vypocitané s pouZzitim obou soubori dat jsou shodné (tab. 4.1).
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Obr. 4.4 Frekvence nukleotidovych substituci vriznych castech lokusti ACC1 (A-D) a ACC2 (E-H).
Frekvence synonymnich substituci je ukazana pro tyto kdédujici sekvence: Ea - od iniciacniho kod6nu
kzacatku CT domény; Eb - od zacatku CT domény ke stop kodénu; E - cela délka kddujici sekvence.
Intronové sekvence (I) obsahuji vSechny introny kromé prvniho (vedouciho) intronu, ktery byl pripojen
ke konci 5-koncového segmentu, a posledniho intronu, ktery byl pripojen na zacatek 3‘-koncového
segmentu. 3'-/5- konec oznacuje celou oblast mezi stop kodénem ACC2 a iniciatnimi koddény gent
nalezenych hned za (downstream) ACC2 (obr. 4.2). i - intronové sekvence genu hned za (downstream)
ACC2. e - exonové sekvence genu hned za (downstream) ACC2. V téchto porovnanich byly pouzity pouze
dlouhé konservované c¢asti sekvence pied (upstream) (L) a za (downstream) (R) kddujici casti genu
ACC1. Pocet nukleotidli nebo pocet synonymnich mist v exonech je uveden pod oznacenim segmentu.
Vymezeni chyby u A a E oznacuji smérodatné odchylky vSech vzdalenosti mezi porovnavanymi pary.
Podtrzené pismeno u genomového sloZeni kazdého druhu oznacuje porovnavané lokusy homologi.
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Tab. 4.1. Doby oddéleni genomi travin zaloZené na ACC genech

Cel4 délka ACC vSechny introny kromé prvniho a

Dvojice genomi

Pocet substituci
na synonymni
misto

Doba
oddéleni,
miliony let

Ea fragment ACC

Pocet substituci
na synonymni
misto

Doba
oddéleni,
miliony let

posledniho

Pocet substituci
na synonymni
misto

Doba
oddéleni,
miliony let

AcCC1
Pooideae- 0.576 + 0.029 60 0.577 +0.036 60 n.d. n.d.
Panicoideae
ryze-Panicoideae 0.559 £ 0.028 60 0.556 £ 0.031 60 n.d. n.d.
ryze -Pooideae 0.502 + 0.023 522+2.4 0.494 + 0.030 51.4+3.1 n.d. n.d.
kukutice-Setaria 0.261 +0.015 27.2+15 0.251 + 0.018 261+1.8 n.d. n.d.
pSenice-Alopecurus  0.299 +0.016 31.2+1.7 0.292 £ 0.021 30.4+2.2 n.d. n.d.
psenice= | 0.312 £ 0.017 324+18 0.316 +0.020 32921 n.d. n.d.
Brachypodium
péenice-je¢men (()1152; +0011 13.6 £1.2 0.107 £ 0.011(84) 11.8+18 (();)1972) +0.005 11.8
A-B 0.033 +0.004 (53) 3.5%0.5 0.019 + 0.004 (21) 2.0£0.5 0.022 + 0.002 (78) 2.8+0.3
A-D 0.034 + 0.005 (54) 3.5+0.5 0.022 + 0.005 (24) 2.3+0.5 0.018 + 0.002 (66) 2.3+0.3
B-D 0.032 + 0.004 (50) 3.3+0.5 0.022 + 0.005 (24) 2.3+0.5 0.019 + 0.003 (67) 2.4+0.3
AdoAt 0.0019£0.0010 .o (1 Ny NU 0.0044£0.0011 (o (14
(3) (16)
AdoAR 0.0012£0.0012 .o 10e U NU 0.0061£0.0013 o (.o
() (22)
AtAD 0.0019£0.0010  (,0.011  NU NU 0.0044£0.0012 o0, 0 1c
(3) (16)
Bt_Bh 0.0000£0.0000 oo NU 0.0000£0.0000 oo
(0 (0
Dd-Dh 00037%0.0017 4394016  NU NU 0003800011 49+ 0.14
(6) (14)
ACC2
Pooideae- 0.578 + 0.029 60 NU NU n.d. n.d.
Panicoideae
ryze-Panicoideae 0.570 £ 0.029 60 NU NU n.d. n.d.
ryze-Pooideae 0.534 £ 0.028 55.4+29 NU NU n.d. n.d.
psenice- 0.359 £ 0.017 373+18 NU NU n.d. n.d.
Brachypodium
+ +
pSenice-jeémen (()3302(; +0.009 10.6 £ 0.9 NU NU (()é%zg +0.005 106
0.084 £ 0.009 0.055 + 0.004
A-B (126) 8.7+0.9 NU NU (153) 7.7+0.6
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Cela délka ACC Ea fragment ACC vsechny introny kromé prvniho a

posledniho
Dvojice genomi
Pocet substituci Doba Pocet substituci Doba Pocet substituci Doba
na synonymni oddéleni, na synonymni oddéleni, na synonymni oddéleni,
misto miliony let misto miliony let misto miliony let
0.074 +0.007 0.048 + 0.004
A-D (112) 7.7+0.8 NU NU (135) 6.7 +0.6
B-D 0.049 + 0.006 (76) 5.1+0.6 NU NU 0.034+0.004 (97) 4.8%0.5
Ad-Ah 0.0076 +0.0022 0.79 + 0.23 NU NU 0.0052 +0.0014 0.73 + 0.20
(12) (15)
Bt-Bh 0.0025 £ 0.0012 026 + 013 NU NU 0.0017 £ 0.0008 024+ 011
4) (5)
Dd-Dh 0.0006 +0.0006 0.06 + 0.06 NU NU 0.0007 +0.0005 0.10 + 0.07

(1) )

Molekularni hodiny byly kalibrovany podle oddéleni Pooideae od Panicoideae pted 60 miliony
let. Molekularni hodiny pro sekvence introni byly kalibrovany podle doby oddéleni pSenice a
jeCmene vypocitané ze synonymnich substituci vkazdém genu. Ea fragment koduje
aminokyseliny 1-1498. Pocet nukleotidovych substituci je uveden v zavorkach. Prvni intron (v
5“UTR) a posledni intron (v CT doméné) byly zporovnani vylouceny. Primérny pocet
synonymnich mist v porovnanich ACC1: 1610 (celd délka), 1100 (Ea segment), 1358 (Cast
sekvence pro porovnani sjeCmenem), 845 (Castetnd sekvence Ea segmentu pro porovnani
s je¢menem). Primérny pocet synonymnich mist v porovnanich ACC2: 1538 (cela délka), 1404
(¢ast sekvence pro porovnani s jecmenem). Pocet intronovych mist v porovnani ACC1 a ACC2:
3651 a 2893. A, B a D oznacuji homology diploidni (d) T. urartu nebo Ae. tauschii, tetraploidni
(t) T. turgidum a hexaploidni (h) T. aestivum. Chyby uvedené u jednotlivych hodnot byly
vypocitany metodou bootstrap. n.d. - neni k dispozici; NU - neni urceno.

4.2.3 Shrnuti vysledkii provedenych analyz

NaSe analyzy ukazuji odklon od neutralni evoluce u obou ACC lokust; frekvence
substituci synonymnich a intronovych mist se méni podle mista v genech pro ACC (obr. 4.3) a
v primeéru jsou tyto frekvence nizsi nez frekvence substituci vné kédujici ¢asti gend (obr. 4.3 a
4.4). Vyznam téchto rozdilii 1ze obtizné posoudit, protoze evoluce sekvenci nekédujicich ¢asti
genl a intergenovych sekvenci neni jesté plné prostudovana. Navic porovnavani mezi
homolognimi lokusy, coz je jedind uroven, na které mohou byt intergenové sekvence
porovnavany, miize byt ovlivnéna variaci haplotypti. Na druhou stranu frekvence substituci
synonymnich a intronovych mist ze stejné casti genu jsou velmi podobné (obr. 4.3 a 4.4, tab.
4.1). Pocet synonymnich substituci mezi homology je pro spolehlivy odhad p#ilis maly, dokonce

i u gent tak velkych jako ACC. I tak jsou frekvence synonymnich a intronovych substituci velmi

podobné, az na A homology ACC1 (tab. 4.1 a obr. 4.4 C).
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Promotorové oblasti genti pro ACC jsou velmi kompaktni (kratsi nez 1 kb). Je to zrejmé
z porovnani sekvenci homolognich genti. V pripadé A homologti ACC1 a ACC2 byly sekvence
pred (upstream) genem uplné vyménény velkymi indely (mutace zahrnujici inserce a/nebo
delece) v tésné blizkosti inicia¢niho kodénu (obr. 4.2). Pokud jsou porovnavany homology A, B a
D, jsou zde pritomny velké bloky konservované sekvence na 5- a 3*- koncich ACC1 i ACC2, ale
pouze sekvence ACC1 mohou byt pouzity k vypoctiim frekvence mutaci (obr. 2C a 3A). Pro geny
ACC2 by takové porovnani vyzadovalo zna¢né manudlni Gpravy porovnavanych sekvenci, coz
by ptresahovalo nase casové a finan¢ni moznosti. Frekvence substituci na nekédujicich 5'- a 3'-
koncich ACC1 je primérné 3,5krat vyssi nez frekvence synonymnich nebo intronovych
substituct.

Porovnani intergenovych sekvenci lokusti ACC bylo mozné pouze pro homologni pary;
mezi homology A, B a D neni sekvencni podobnost vné sekvence genu (obr. 4.2). Porovnani
genovych a intergenovych sekvenci predstavuje jesté dal$i problém: intergenové frekvence se
vyznamné lisi napri¢ lokusem, coz pravdépodobné odrazi kombinaci skladby DNA (aktivni
geny, ruzné repetitivni sekvence, DNA metylace) a variace haplotypd. V sekvenovanych
lokusech nejsou kromé ACC Zadné nebo jen velmi malo predpokladanych gent (obr. 4.2).
Primérna frekvence substituci v intergenovych oblastech je 3,5krat vyssi nez v intronech (obr.
44 C,DagG).

Predpokladame-li, Ze frekvence substituci v intronech geni pro ACC v Triticeae je 3,6.10-9
substituci na misto za rok (primérna frekvence substituci v intronech mezi jecmenem a psSenici
je 0,084 substituci na synonymni misto, tab. 4.1, a doba oddéleni je pied 11,6 miliony let, obr.
4.5), je primérna frekvence substituci vintergenovych oblastech (vypocitana jako pocet
substituci na misto za rok) 13.10-%, podobné jak jiz bylo publikovano [121]. Je zFejmé, Ze
frekvence nukleotidovych substituci ohranicujicich intergenovych oblasti neodpovidaji primo
frekvencim synonymnich a intronovych substituci.

Primérna vzdalenost synonymnich mist celé délky ACC1 je 0,58, 0,56 a 0,50 substituci na
synonymni misto, kdyz jsou porovnany sekvence Pooideae a Panicoideae, ryZe a Panicoideae a
ryZe a Pooideae (tab. 4.1). Podle porovnani sekvenci ACC2 jsou odpovidajici vzdalenosti 0,58,
0,57 a 0,53 substituci na synonymni misto. Tato ¢isla se velmi podobaji nami vypocitanym
primértm z vice gent, 0,59, 0,56 a 0,48 substituci na synonymni misto a také vzdalenostem
diive urcenym zkoumdanim viceCetnych gent kukufice, ryze, ¢iroku a je¢mene [118, 119].
Odpovidajici multigenova primérna frekvence substituci (vcetné geni ACC) je 4,8.10-°

substituci na synonymni misto za rok, predpokladame-li, Ze se Pooideae (pSenice, jecmen) a
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Ehrhartoideae (ryze) oddélily od Panicoideae (kukuftice, Cirok) pred 60 miliony let. Doba
oddéleni ryze od Triticeae pred 50 miliony let odhadnuta ze sekvenci vicecetnych genti (obr.
4.5) odpovida prevazujicimu nazoru, Ze pSenice a ryze se od sebe oddélily az po jejich oddéleni
od kukufice. Sekvence celych genti pro ACC byly také pouzity k odhadu doby oddéleni Avenae
(Alopecurus - psarka) od Triticeae pred 31 miliony let, Brachipodieae (Brachipodium - valecka)
od Triticeae pted 35 miliony let, a Paniceae (Setaria - bér) od Andropogoneae (kukurice) pied
27 miliony let (tab. 4.1). Doba oddéleni Brachypodium-Triticeae je v ramci rozsahu piedchoziho
odhadu z vice genti (pred 35-40 miliony let, [122]). Setaria a kukutice se podle nasich vypocti
oddélily drive nez pred 24 miliony let, jak bylo vypocitano z castecnych sekvenci ACC1
z Panicum virgatum (proso prutnaté) a kukurice [123]. Doba oddéleni dvou kopii kukuti¢ného
genu pro ACC1 pfed 16 miliony let a doba oddéleni kukutice a ¢iroku pred 13 miliony let
souhlasi s drive navrzenym vyvojem evoluce téchto druhti vcetné duplikace celého genomu
(polyploidizace) kukutice [120].

JeCmen je dulezitd vzdalena skupina (outgroup) studia molekuldrni evoluce souboru
Triticum/Aegilops. PouZiti doby oddéleni pSenice a jeCmene k nastaveni molekuldrnich hodin
pro datovani naslednych udalosti vevoluci pSenice mutZe pomoci minimalizovat dopad
variability frekvence substituci v riznych vzdalené pribuznych liniich a mélo by zabranit
problémim s kalibraci hodin pro jednotlivé geny zplisobenym ztratou riznych kopii
duplikovanych gent. Navic intronové sekvence mohou byt porovnavany s vysokou spolehlivosti
a mohou byt pouzity kevoluécnim analyzdm druhlG rodu Triticeae. Pro geny ACC davaji
frekvence intronovych a synonymnich substituci shodné odhady doby oddéleni pokud jsou
porovnavany sousedni introny a exony, ale introny maji mnohem vyssi obsah informaci (obr.
4.4 atab. 4.1).

Vzdalenost mezi pSenici a jecmenem vypocitana pro synonymni mista ACC1 (Ea segment)
je 0,107 substituci na synonymni misto a pro ACC2 (celé délky) 0,100 substituci na synonymni
misto a odpovidajici doby oddéleni jsou ptfed 11,8 a 10,6 miliony let (tab. 4.1). Tato cisla se
velmi podobaji primérnym multigenovym odhadiim 0,114 substituci na synonymni misto a
doba oddéleni pred 11,6 miliony let (obr. 4.5). Odhady doby oddéleni pSenice a je¢mene kolisaji
mezi dobami pred 6,7 a 16,2 miliony let, coz odrazi vlastnosti a evolu¢ni historii jednotlivych
gend.

Pouzijeme-li hodnotu 11,6 miliont let pro dobu, pred kterou se oddélila psSenice od
jeCmene, a dale kédujici a intronové sekvence prvnich dvou tretin genti ACC1, jsou vypocitané

doby oddéleni homologl A, B a D pred 2,3 - 2,4 miliony let. To je vsouladu s predchozimi
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odhady zaloZenymi na kratkych fragmentech genu s pouzitim dvou riznych evolu¢nich modelti
[21, 24].

Analyzovali jsme skupinu gentli, pro kterou jsou kdispozici homologni sekvence
z jeCmene, ryze, kukurice a vétsi pocet sekvenci z pSenice (obr. 4.5). Doby, pred kterymi se
oddélily tyto druhy pSenice, vypocitané vzhledem k oddéleni stejného genu jeCmene, kolisaji
mezi 2 a 9 miliony let. Pouze nékolik ztéchto gend bylo studovano v mife umoznujici
fylogenetickou analyzu. Doby oddéleni téchto genii se pohybuji v rozmezi pired 2 az 6 miliony
let, s vyjimkou oddéleni A-B a A-D homologti ACC2, kdy doby oddéleni vychazeji na dobu pred 9
a 8 miliony let. Odhady u spodni hranice rozsahu (pred 2-3 miliony let) pravdépodobné ukazuji
presnéji dobu oddéleni predkli A, B a D genomi pSenice a jejich pribuznych. Vyssi odhady
zachycuji variaci haplotypt, duplikaci gent a specifickou ztratu, vCetné moznosti vytvoreni
chimérnich genl nerovnomérnym prektizenim (crossing-over) mezi duplikovanymi geny.

Délka gend pro ACC ndm umoznila identifikovat sekvencni rozdily neznamého ptivodu,
které ovliviiuji odhady dob rozdéleni: zvySenad Cetnost synonymnich substituci v posledni
tretiné genu ACC1 a vyznamna proménlivost frekvence substituci v sekvenci genu ACC2.

Skladba homolokust ACC naznacuje vyznamnou rozdilnost haplotypd, ktera v nékterych
pripadech dosahuje nebo dokonce presahuje 0,5 milionu let. Takova rozdilnost by mohla mit za
nasledek vyznamné nadsazeni odhadu doby vzniku tetraploidni pSenice. Podle odhadt
zaloZzenych na ACC1 (tab. 4.1) vznikla tetraploidni pSenice pied ne vice nez 0,5 milionem let.
Tento odhad je vsouladu sdfive publikovanymi vysledky [22, 24]. Doba byla odvozena
z porovnani homologu A ACC1 zT. urartu kT. turgidum a T. aestivum (primér dvou
synonymnich a dvou intronovych odhadti). Odhady zaloZené na synonymnich substitucich jsou
vzhledem k velmi malé rozdilnosti sekvenci pouze priblizné. Odhad zaloZeny na intronovych
sekvencich, které nesou vice informaci, je vyssi: vznik tetraploidni pSenice se datuje pred 0,7

miliony let.
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Obr. 4.5 Casova piimka evoluce p3enice. Molekularni hodiny pouZité k vypoc¢tu dob rozdéleni byly
kalibrovany s pouzitim doby odd€leni Pooideae od Panicoideae pted 60 miliony let a doby oddéleni
je¢mene od pSenice pied 11,6 miliony let. Druhy kalibra¢ni bod byl pouZit pouze pro geny Triticum a
Aegilops. Kazda tenka Cerna svisla ¢ara ve stinované oblasti oznacuje jeden odhad doby rozdéleni ryze a
pSenice, jeCmene a pSenice a mezi geny Triticum a Aegilops. Barevné znacky nad modrou linkou oznacuji
doby rozdéleni odhadnuté podle gen ACC1 (Cervend) a ACC2 (modra). Doby oddéleni mezi homology A
a B, AaD,BaD jsou znidzornény v fadcich oznacenych pismeny. Tyto odhady jsou zalozené na genech
ACC1 a ACC2, na genech Pgk-1 (svétle zelend), PhyC (oranzova), Sutl (svétle modra), Q (tmavé zelend) a
6GPDH (fialovad) a na priiméru ze &tyi geni publikovaném diive (Zlutd). Cisla oznacuji odhady doby
riznych uzli. Vyssi odhad pro vznik tetraploidni pSenice je zaloZen na sekvenci ACC1. Doba vzniku
genomu hexaploidni p$enice vychazi z archeologickych artefakti.

4.2.4 Vyznam analyzy studovanych sekvenci

Studium evoluce pSenice budi zajem nejen proto, Ze se jedna o jednu zhlavnich
zemédélskych plodin, ale i pro slozitost jeji evolucni historie. Vzhledem k tomu, Ze intergenové
sekvence u pSenice podléhaji velmi Castym zménam, je evoluce studovina prevazné na
kodujicich castech genti. Porovnanim velmi dlouhych sekvenci kédujicich ACC1 a ACC2 jsme

prispéli ke studiu evoluce pSenice seté a jejich pribuznych z Celedi lipnicovitych.

Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v priloze 2.
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4.3 Rekombinantni kvasinkovy systém pro identifikaci novych inhibitort

lidské ACC2

4.3.1 Systém pro rychlé vyhledavani inhibitori lidské ACC2

V kapitole 4.1 jsme s pomoci kvasinkového GR systému testovali citlivost ACC z A. sterilis
k riznym herbicidim. V této praci jsme systém modifikovali pro vysokokapacitni testovani
potencialnich inhibitora lidské ACC.

Jak jiz bylo uvedeno v literarnim avodu (1.3.1., 1.6), nékterd pozorovani naznacuji, ze
inhibitory ACC2 by mohly byt vyuzity klécbé obezity, diabetu a metabolického syndromu.
Takovych specifickych inhibitort je vSak zndmo jen velmi malo, a proto jsme se pokusili

vyvinout systém pro jejich rychlé vyhledavani.

4.3.2 Priprava kvasinkovych GR kmenii a ovéreni komplementace ACC1 nulové mutace

heterolognimi geny

Nejprve jsme pripravili kvasinkové kmeny, kde vlozeny gen pro ACC komplementoval
nulovou mutaci kvasinkového genu ACC1. cDNA kddujici celou délku lidské ACC1 byla
poskladana zvelkych fragmentd cDNA a vloZzena do vektoru pRS423 nesouciho GAL10
promotor a 5-UTR a 3‘-UTR kvasinkového genu pro ACC1 [86] (schéma vektoru s vloZenym
genem pro pSenicnou ACC je na obr. 1.5 v kap. 1.3.). Podobné byl vytvoren i konstrukt nesouci
lidskou ACC2. Pro chimérni gen slozeny ze sekvenci kddujicich pseni¢nou a lidskou ACC jsme
pouzili jiz drive pripraveny konstrukt vektoru pRS423 nesouci pSeni¢nou cytosolickou ACC [86,
113] (obr. 1.5 vkap. 1.3.). Vném jsme nahradili ¢ast pSeni¢né cytosolické ACC odpovidajici
kodujici sekvenci lidské ACC2. Prehled doménové struktury genti pro ACC ziskané z eukaryot a
struktury rtznych syntetickych gend pouzitych v této praci je uveden na obr. 4.6. Konstrukty
nesouci pSeni¢nou cytosolickou ACC, pSeni¢nou cytosolickou/plastidovou chiméru a ACC1
z apikoplastu Toxoplasma gondii byly ptipraveny jiz drive a vSechny komplementuji ACC
nulovou mutaci v kvasinkach [86, 96, 112, 113, 124]. V nasi praci jsme pripravili dvé varianty
konstruktG pro kazdy z geni lidské ACC1 a ACC2. Lisily se v pritomnosti malého exonu
uprostied kodujici sekvence (obr. 4.6), podléhajiciho alternativnimu sestfihu. Obé varianty
genu lidské ACC1 komplementovaly ACC1 nulovou mutaci v kvasinkach. Varianta celé délky
genu ACC2 obsahujici N-termindlni signalni doménu a alternativné stfihany exon také

komplementovala nulovou mutaci v kvasinkach. Varianta ACC2 bez alternativné stiihaného
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exonu nulovou mutaci nekomplementovala. Vychozi kmeny s komplementujici lidskou ACC2
rostly na miskach velmi pomalu (takZe byly nevhodné pro dalsi testovani), ale isolovali jsme

nékolik mutant s vhodnéj$imi riistovymi vlastnostmi.

biotin karboxylasa (BC) karboxyl transferasa (CT)

biotin
ACCI 786 delece aa 1192-1199
1 o (alternativné stiihany exon) 2346

lidska cytosolicka ACC1 (2346 aa)

ACC2m]l gpg delece aa 1021-1083
1/30/149 %17 (alternativné stfihany exon) 2458

hondridle 58 aa) i

4 signal smérujici do mitochondrie

C50ACC2m5 703

1 v 1042 1275 2458

| psSenicna cytosolickd ACCZ

100

1 703 2248

[ péeni¢na cytosolicka ACC2 (2259 aa) |
C50P50

1 703 1093 1191 2296

| pSenicna cytosolicka ACC2
ACCI/Mf

300 1007 2609

| AcC1zapikoplastu T. gondii (2614 aa) |
4 signal smérujici do apikoplastu

Obr. 4.6 Piehled doménové struktury multidoménové ACC a struktura rlznych chimérnich gent
komlementujicich ACC1 nulovou mutaci v kvasinkach. Signal smérujici ACC z Toxoplasma gondii do
apikoplastu byl v pouzitém konstruktu odstranén [113]. Kromé konstruktu s celou délkou genu lidské
ACC2 byly vytvoreny 2 dalsi konstrukty vnichZ byla odstranéna sekvence smérujici protein do
mitochondrie (delece 29 nebo 148 aminokyselin). Zobrazeny jsou pouze kédujici ¢asti syntetickych gent
v kvasinkovych kyvadlovych vektorech pRS423 nesoucich GAL10 promotor a 5-UTR a 3‘-UTR
z kvasinkového genu ACC1 [86]. Cisla oznaluji pozice aminokyselin v nativnich ACC. Pozice deleci jsou
popsany v textu. Vlevo jsou podtrzené uvedena jména kvasinkovych GR kmend.

Chimérni ACC slozend z pSeni¢né cytosolové ACC a lidské ACC2 (obr. 4.6) také
komplementovala nulovou mutaci. Vysledny GR kmen rostl velmi pomalu, ale opét jsme
isolovali mutanty s dostate¢né rychlym ristem.

Relativni rtstové rychlosti GR kmeni ukazuji, ze presto Ze je v kvasinkach produkovana
aktivni lidska ACC2, je jeji aktivita mnohem nizsi nez aktivita lidské ACC1. Nizky stupen aktivity
lidské ACC2 o uplné délce (full length) v kvasinkach miize byt zplisoben tim, Ze kvasinkovy
transportni aparat Spatné rozpoznava signal smérujici protein do mitochondrie. Proto jsme

testovali dalsi dvé varianty lidské ACC2 s N-terminalnimi delecemi (29 a 148 aminokyselin).
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Obé varianty komplementovaly nulovou mutaci v kvasinkdch a oba kmeny rostly podstatné
rychleji nez kmeny ACC2m1 (ACC2 o uplné délce) a C50ACC2m5 (chimérni ACC slozena z
psSeni¢né cytosolové ACC a lidské ACC2). Enzymova aktivita lidské ACC2 v proteinovych
extraktech pripravenych z GR kmeni byla vSak velice nizkd i u kment s N-terminalnimi
delecemi. Naproti tomu aktivita lidské ACC1 v téchto extraktech byla detekovana velmi snadno.
Také jsme s pouzitim kvasinkového komplementacniho testu zjistili, Ze ptipojeni His-kotvy k C-
konci nebo N-konci lidskych ACC nebranti jejich aktivité.

Vsechny kvasinkové GR kmeny svyjimkou ACC1/fll1 (Toxoplasma gondii)a C100
(pSenicna cytosolova) rostou podstatné pomaleji nez haploidni kvasinkové kmeny divokého
typu (WT). Doba zdvojeni je 1,5 az 7 krat vyssi nez u WT kvasinek. Pomaly rist, pravdépodobné
zplsobeny limitujicim stupném aktivity ACC, je vhodny pro identifikaci inhibitori, protoze se
miize projevit vyssi citlivost kment kinhibitorim a lze tak spolehlivé rozpoznat i slabé a

stredné silné inhibitory [113].

4.3.3 Vytvoreni a ovéreni protokolu pro vysoce kapacitni testovani knihoven chemickych
latek

Vytvorili jsme protokol pro vysoce kapacitni testovani knihoven chemickych latek
s vyuzitim kvasinkovych GR kment. N&S testovaci systém jsme ovérili s pouzitim znadmych

inhibitora lidské ACC a kvasinkovych GR kmenti ACC1 a ACC2m1.

4.3.4 Testovani aktivity lidské ACC1 a ACC2 in vitro

Slouceniny identifikované nasim GR systémem jako inhibitory lidské ACC byly testovany
také in vitro. ProtoZe uroven exprese lidskych ACC v kvasinkach byla nizk3, pouzili jsme v nasi
laboratofti k produkci obou proteint pro biochemické studie misto kvasinek bakulovirus/hmyzi

Sf9 bunécny expresni systém.

4.3.5 Identifikace novych inhibitora

Knihovny chemickych latek pro identifikaci novych inhibitorGd byly pripraveny
spole¢nosti ChemDiv, Inc.,, San Diego, USA. Jejich testovanim jsme ziskali 38 sloucenin
potencidlné selektivnich vii¢i ACC2. Slouceniny patrily do péti skupin: thieno[2,3-d]pyrimidin
(11 sloucenin), 5H-pyrolo[1,2- a]quinoxalin-4-on (1 sloucenina), oxazol[4,5-b]pyridin (3
slouceniny), 2-piperidin-1-yl-1H-benzoimidazol (17 sloucenin) a 1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin (6
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sloucenin). Ucinnost a specificita téchto inhibitord vici enzymové aktivité ACC u kment

ACC2m1, ACC1, WT kvasinek a ACC2 jsou zobrazeny na obr. 4.7.

0 r T Y T T d r T T T T d T T Y T 1
0 20 40 60 80 1000 20 40 60 8O 1000 20 40 60 80 100
Relativni inhibice ristu WT [%)] Relativni inhibice rastu Accl [%)] Relativni inhibice aktivity Acc2 (%]

Relativni inhibice rustu Acc2m1 [%]
2

Obr. 4.7 Specificita nalezenych potencialnich inhibitord ACC2. Inhibice ridstu kvasinkového kmene
ACC2m1 oproti kmenim WT a ACC1 (A a B) a souvislost mezi inhibici ristu kmene ACC2m1 a inhibici
enzymové aktivity ACC2 (C). Sipka ukazuje body odpovidajici slou¢eniné CD-017-0191. Skupiny
chemickych sloucenin: zelend, thieno[2,3-d]pyrimidin; fialovd, 5H-pyrolo[1,2-a]quinoxalin-4-on;
oranzovd, oxazolo[4,5-b]pyridiny; modrd, 2-piperidin-1-yl-1H-benzoimidazol; cervend, 1H-pyrazolo|[3,4-
b]pyridin.

vvvvvv

4.8) z prvni knihovny. Tato latka inhibuje aktivitu lidské ACC2 in vitro s ICso= 2,8 uM, coZ je
velmi podobné ICso = 3,8 pM, pozorované u ristovych experimentd kvasinek (obr. 4.9). CD-017-
0191 neinhibuje rast kvasinkovych kment WT nebo ACC1 ani ve 100 pM koncentraci. Rovnéz
enzymova aktivita ACC1 nebyla inhibovana 100 pM koncentraci. Ve treti knihovné byly
nalezeny dalsi dvé slouceniny ze stejné skupiny chemickych sloucenin, obé byly slabsi nez CD-

017-0191 (obr. 4.7).

CD-017-0191
CD-017-0213

Obr. 4.8 Struktura CD-017-0191, 2-[[[5-methyl-2-[4-(1-methylethoxy)fenyl]-4-oxazolyl]methyl]thio]-

oxazolo[4,5-b]pyridin) a CD-017-0213, 4-(2-methyl-5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidin-
4-yl)-1-ethoxycarbonylpiperazin.
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Obr. 4.9 (A) Inhibice ristu kvasinkovych GR kmenti ACC2m1 a ACC1 (obr. 4.6) a WT kvasinek
slou¢eninou CD-017-0191. (B) Inhibice enzymové aktivity ACC1 a ACC2 in vitro slou¢eninou CD-017-
0191. CWereéky, rist kmene ACC2m1 a enzymova aktivita ACC2; kolecka, rist kmene ACC1 a enzymova
aktivita ACC1; trojiihelniky, rist kmene WT.

Specificita slouceniny CD-017-0191 byla dale testovana s pouzitim kvasinkovych GR
kment s ACC z rznych druhd (obr. 4.10). Jak jsme predpokladali, byl kmen ACC2A148, jehoz
ACC se lisi od ACC2m1 deleci 148 aminokyselin na N-konci, slou¢eninou CD-017-0191 silné
inhibovan. Rist dalSich kmenti inhibovan nebyl nebo byl inhibovan pouze z 20% (pSeni¢né
ACC) ve 100 pM koncentraci CD-017-0191, coZ naznacuje vysokou specifitu této slouceniny viici
lidské ACC2. To, Ze nebyly inhibovany kmeny C50ACC2m3 a C50ACC2mb5, naznacuje, ze CT
doména lidské ACC2 bud neni mistem uc¢inku CD-017-0191 nebo neobsahuje celé vazebné

misto tohoto inhibitoru.
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Obr. 4.10 Inhibice ristu kvasinkovych GR kmeni slouceninou CD-017-0191. SloZeni ACC v riiznych
kvasinkovych kmenech je uvedeno na obr. 4.6. Koncentrace inhibitort: svétle Sedé sloupce - 10 uM;
tmaveé Sedé sloupce -100 pM. Opticka hustota v neptitomnosti inhibitoru = 100%.

Slou¢enina CD-017-0213 (obr. 4.8) se nejprve jevila jako silny inhibitor kmene ACC2m1.
Pokusy in vitro bylo zjisténo Ze inhibuje ACC2 a ACC1 s ICso = 20 pM. Dalsi testovani ukazalo, ze
100 pM koncentrace CD-017-0213 inhibuje riist kvasinkovych kment (stejnych jako byly
pouzity k testovani CD-017-0191 na obr. 4.10) z 50 % az 80 %. Tyto vysledky naznacuji, Ze CD-
017-0213 je nespecifickym inhibitorem ACC.

Kromé CD-017-0191 a CD-017-0213 byly identifikovany dalsi slouceniny inhibujici kmen
ACC2m1. Ty potom ve 100 pM koncentraci inhibovaly aktivitu ACC2 in vitro z 10 % az 90 %
(obr. 4.7 C). Zadna nebo C¢aste¢na inhibice aktivity ACC2 témito latkami in vitro miZe byt
zplisobena jejich preménou na aktivni formy béhem testovani v kvasinkach, ale ne
v podminkach testovani in vitro. Preménami latek v médiu nebo in vivo kvasinkovymi enzymy
miize byt navySen pocet sloucenin vtestovani. Napriklad, pokud jsou inaktivni estery
hydrolyzovany na aktivni volné kyseliny, mohou pomoci rozpoznat nové skupiny chemickych
latek pro dalsi analyzy chemické modifikace kombinatoridlni chemii nebo identifikovat aktivni
pozménény produkt a nasledné ho syntetizovat de novo. Touto cestou mohou byt identifikovany

dtlezité slouceniny, které by jinak nemohly byt metodami uzivajicimi enzymy in vitro nalezeny.
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Pfemeéna slouCeniny béhem testovani v kvasinkach by mohla znemoznit detekci nestalych
latek kvasinkovym systémem. Proto testovani kvasinkovym systémem probiha za pouziti 100
uM koncentrace zkoumanych latek, kterd je dostatecné vysoka, aby omezila ucinek degradace
na vysledky testovani pouze na latky podléhajici pfeméné na inaktivni derivaty s polo¢asem
rozpadu v fadu hodin. CP-640186 byl opakované zaznamenan jako silny inhibitor lidské ACC
pies jeho zndmou metabolickou nestabilitu.

Mezi CD-017-0191 a CD-017-0213 a 158 zndmymi inhibitory ACC pristupnymi v Integrity
database (Prous Science SAU, Barcelona, Spain) nebyla nalezena strukturné chemicka
podobnost. CD-017-0191 a jeho analogy (16 sloucenin) nejsou zaznamenany v databazi
SciFinder. O CD-017-0213 a jeho analozich (10 sloucenin) je v databazi SciFinder jen jedina
zminka, ktera ale neni spojena s inhibici ACC. Mezi naSimi molekulami a slouceninami z
databaze SciFinder byla zjiSténa jen velmi mala strukturné chemicka podobnost. CD-017-0191 a
CD-017-0213 tedy predstavuji jedinecné typy chemickych latek se stfedné velkym ucinkem a
velmi malou strukturni podobnosti jak se znamymi inhibitory ACC tak se znamymi lécivy

obecné.

4.3.6 Vyznam naseho testovaciho systému

Vyvinuli jsme pomérné levny, neradioaktivni, vysoce Kkapacitni testovaci systém
vyuzivajici kvasinkové GR kmeny, vhodny pro identifikaci silnych inhibitord ACC. Strategie
spociva v testovani knihoven s pouzitim kvasinkového kmene a ovérovani vSech pozitivnich
zachyti zkouskou enzymové aktivity in vitro. Validace testovaciho systému se znamymi
ucinnymi inhibitory lidskych ACC ukazaly jeho vysokou sensitivitu umoziujici vysokokapacitni
identifikaci novych inhibitord.

Sirsi studie péti rGznych tfid silnych inhibitord ACC, tii tiid herbicidéi zaméfenych na
rostlinnou multidoménovou ACC a dvou trid slouc¢enin zamérenych na lidské ACC ukazaly, ze
inhibice ristu kvasinkovych GR kment vérné odrazi citlivost cizorodé ACC k témto inhibitorim.
Navic tyto vysledky ukazaly, Ze tento princip testovani funguje pro celou $kalu latek s riznymi
chemickymi strukturami a vlastnostmi. Dokonce i v pfipadé metabolicky nestalého inhibitoru
lidské ACC2 odpovidal prislusSny GR kmen spravné na ptitomnost inhibitoru, i kdyz
v koncentracich podstatné vyssich, nez by se ocekavalo podle ICso slouc¢eniny namérené
enzymatickym testem in vitro.

K testovani specifity a mechanismu plsobeni kazdého nového inhibitoru byly vytvoreny

kvasinkové GR kmeny s ACC z rznych druhti a jejich chimérami. Tyto kmeny mohou slouzit
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jako testovaci kmeny pro kandidaty na inhibitory/1é¢iva s alternativni specificitou. Také mohou
byt pouzity kvyclenéni ACC resistentnich kinhibitorim, ¢imz mutzeme identifikovat
aminokyselinové zbytky lemujici vazebnou kapsu nové objevenych inhibitort a urcit jejich
mechanismus uc¢inku.

Kvasinkové GR kmeny mohou slouzit jako zdroj jinych cizorodych ACC a jejich chimér pro
enzymatické studie s novymi inhibitory. Kazety s geny testovanymi kvasinkovym systémem
mohou byt snadno a tc¢inné preneseny do bakulovirového systému. Expresni systém bakuloviru
sf9 vhmyzich buiitkdch je schopny produkce velkého mnozstvi vysoce aktivnich
multidoménovych ACC pro biochemické a strukturni studie.

Testovani knihoven chemickych latek identifikovalo radu latek, které jsou potencidlnimi
specifickymi inhibitory lidské ACC2. Tyto latky budou po dalSich analyzach slouzit jako
primarni soubor latek pro vyvoj 1é¢iv cilenych proti lidské ACC2 pro 1écbu obezity. Specificita a
ucinnost jedné z téchto sloucenin (CD-017-0191) jiz byla potvrzena enzymatickymi testy s ACC
in vitro. Jeji ICso pro lidskou ACC2 je 2,8uM. Tato sloucenina az do koncentrace 100 puM
neinhibuje lidskou ACC1 (in vitro ani in vivo). Nepisobi ani na ACC z nékolika dalSich zdrojt.
S vyuzitim GR kment s chimérni ACC jsme prokazali, Ze cilovym mistem této slouCeniny je bud’
jind doména nez CT nebo kromé CT domény potiebuje dalsi strukturni elementy. Testovanim
knihoven jsme identifikovali i dalsi slouCeninu (CD-017-0213), kterd se ukazala byt
nespecifickym inhibitorem ACC s IC50 20 uM pro obé ACC in vitro.

NasSe pokusy potvrzuji realizovatelnost vysokokapacitniho testovani velkych knihoven
chemickych latek s pouzitim technologie zaloZené na kvasinkovych GR kmenech. Tento systém
by se mohl uplatnit v identifikaci novych 1é¢iv k 1é¢bé parazitickych onemocnéni, protoze ACC
paraziti, jako jsou Plasmodium a Leishmania, maji odliSnou sekvenci od obou lidskych ACC.

Rozsahlé studie lidskych ACC, vcetné pokusii se snizenim hmotnosti ACC2
knockoutovanych mysi [13-16], potvrdily, Ze enzym ACC je potencidlnim cilem 1éc¢iv proti
obezité. Specifické nizkomolekularni inhibitory tohoto enzymu, jako sloucenina identifikovana

v nasi laboratof¥i, poskytuji uzite¢né voditko k dalSimu tsili vyvoje 1éciv.

vvvvv
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5.Zavéry

Predkldadana disertacni prace je komentovanym souborem tii odbornych praci
zamérenych na studium ACC z hlediska evoluce a inhibice. Zabyva se fylogenetickou analyzou
gent kodujicich ACC pSenice a dalSich rostlinnych druhid, ¢imz ptispiva k ziskani poznatki
v oblasti evoluce téchto genli a genomi hexaploidni pSenice. Dale je uvedeny enzym zkouman
ve spojitosti s vyzkumem rostlin resistentnich viici herbicidiim. V neposledni fadé je ACC
studovana jako cil ti¢inku inhibitorti potencialné vyuzitelnych pti 1é¢bé obezity. Nejdllezitéjsi

poznatky, kterych bylo v disertacni praci dosazeno, jsou shrnuty do nasledujicich bod:

. Testovanim inhibice ristu kvasinkovych kment, kde je nulovd mutace
komplementovana pSeni¢nou chimérni ACC nesouci jednotlivé mutace Cys-1999, Cys-2027,
Asn-2041 a Gly-2078, jsme ukazali, Zze Asp-2078-Gly zplisobuje resistenci k APPs a CHDs, Trp-
2027-Cys a lle-2041-Asn zplsobuji resistenci k APPs a Trp-1999-Cys zpusobuje resistenci

pouze k fenoxapropu, coz je v souladu s vysledky pozorovani fenotypt sledovanych rostlin.

. Pro ucel studia evoluce pSenice jsme sekvenovali lokusy ACC1 a ACC2 z Triticum urartu
(A genom), Aegilops tauschii (D genom), Triticum turgidum (AB genom) a Triticum aestivum
(ABD genom) a také dva ACC2 pseudogeny z T. urartu. Nepodatilo se sekvenovat homolog A
ACC2 z T. turgidum, nebot vSechny tfi ACC2 BAC klony isolované zknihovny T. turgidum
obsahovaly pouze homolog B. Ziskané sekvence byly porovnany mezi sebou a s dal$imi
dostupnymi sekvencemi kédujici ACC rostlin Celedi lipnicovitych. Frekvence substituci
synonymnich a intronovych mist se méni podle mista v genech pro ACC a v priméru jsou tyto
frekvence nizsi nez frekvence substituci vné koédujici ¢asti gend. Na zakladé sekvenci ACC a
dalsich geni se pSenice a je¢men oddélily pred 11,6 miliony let. Tfi homologni genomy (A, B a
D) se podle naSich vypocti oddélily pred 2,3-2,4 miliony let, coZ je na dolni hranici jinych
odhadti.

. Vyvinuli jsme pomérné levny, neradioaktivni, vysoce kapacitni testovaci systém
vyuzivajici kvasinkové kmeny s nahrazenymi geny, vhodny pro identifikaci silnych inhibitoria
ACC. Strategie spociva v testovani knihoven s pouzitim kvasinkového kmene a ovérovani vSech
pozitivnich zachytl zkouSkou enzymové aktivity in vitro. Testovani knihoven sloucenin

identifikovalo radu latek, které jsou potencidlnimi specifickymi inhibitory lidské ACC2. Tyto
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slouc¢eniny mohou po dalsich analyzach slouzit jako prvni soubor latek pro vyvoj léciv cilenych

proti lidské ACC2 pro 1écbu obezity.
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