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CILE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovani novych poznatkl tykajicich se
ulohy reaktivnich forem dusiku ve vyvoji rostlin za fyziologickych i stresovych
podminek Sse zaméfenim na studium ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
a soucasn¢ zpracovat nové publikované poznatky tykajici se procesu S-nitrosylace
a nitrace proteindl.

V experimentalni ¢asti bylo cilem studium ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy
a reaktivnich forem dusiku v procesu vyvoje kofene S vyuzitim modulatort aktivity
GSNOR (inhibitor, donor a lapa¢ oxidu dusnatého) za fyziologickych podminek

i vV pfipadé vystaveni rostliny salinitniho stresu.

1. Stanoveni fyziologickych parametrii kli¢nich rostlin (délka a hmotnost kofenti
a nadzemnich Casti)

2. Histochemicka detekce produkce RNS v apikalni ¢asti kofene

3. Stanoveni aktivity GSNOR a exprese GSNOR

4. Sledovani hladiny S-nitrosothiolil



1. UvVOD

Kliceni je dulezity proces, pii kterém dochazi k obnoveni metabolické aktivity semen.
Vyznamnymi morfologickymi zménami, které se déji vlivem specifickych podminek
(teplota, obsah kysliku, intenzita svétla), je umoznéno nasavani vody, ¢imz je zahajen
proces kli¢eni. Dochazi k prodluzovani bun¢k radikuly a hypokotylu embrya. Rostouci
embryo (kli¢ni rostlina) musi vyvinout mechanickou silu na proristani radikuly
a plumuly ptidnim substratem.

Jiz od roku 1979, kdy byl oxid dusnaty (NO) detekovan v rostlinnych bunkach, je
studovan jeho vyznamny uc¢inek v rostlinnych systémech za fyziologickych i stresovych
podminek. V mnoha studiich bylo prokazano $iroké spektrum regulac¢nich funkci NO,
ktery se podili na regulaci kli¢eni semen, ristu rostliny, vyvoji kofenového systému,
pohybu svéracich buné¢k a hraje dulezitou roli v obrannych reakcich aktivovanych
rliznymi stresovymi faktory. Casto pod kontrolou rostlinnych hormonii piisobi oxid
dusnaty jako druhy posel v souvislosti s fadou signalnich reakci v rostling.

Oxid dusnaty jako velmi reaktivni molekula, reaguje s glutathionem za vzniku
S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery je povazovan za hlavni rezervoar NO v buiice,
schopny  generovat  S-nitrosylované  proteiny. = Bunéénd  Urovenn  tohoto
nizkomolekularniho S-nitrosothiolu je fizena evolu¢né konzervativnim, cytosolovym
enzymem S-nitroglutathionreduktasou, ktery katalyzuje NADH-dependentni redukci
GSNO. Tento enzym prostfednictvim pfemény GSNO vyznamné& ovlivituje homeostazu
oxidu dusnatého a hladinu dal§ich S-nitrosothioli. Proto jsou v poslednich letech
intenzivné studovany drdhy oxidu dusnatého a reaktivnich forem dusiku a dale
S-nitrosylace proteint v souvislosti s aktivitou GSNOR.

S-nitrosylace jako posttranslacni modifikace poskytuje S-nitrosothioly (RSNO),
proteiny na jejichz —SH skupiny cysteinil je napojen NO. RSNO se vyznamnym
zpusobem zapojuji v regulaci signalnich drah, jsou v biologickych systémech
povazovany za donory NO a ucastni se reakci zabranujicich oxidativnimu stresu

V rostlinach.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty je velmi reaktivni mald molekula, od které jsou odvozené dalsi biologicky
aktivni molekuly, souhrnné¢ oznacované jako reaktivni formy dusiku (RNS, reactive
nitrogen species). Mezi RNS patii veskeré oxidy dusiku, peroxynitrit (ONOO)
a S-nitrosothioly (RSNOs). Volny radikidl NO také poskytuje NO ~ nebo NO * ziskem

¢i ztratou elektronu. Reaktivni formy dusiku jsou piehledné shrnuty v tab. 1.

Tab. 1: Pi‘ehled reaktivnich forem dusiku a jejich zdroje v buiikach (pfevzato a upraveno
Hill et al., 2010)

Nazev Vzorec Intracelularni zdroje

Oxid dusnaty NO sGC, CcOx, thiolovy radikal (RS-)
Nitroxyl HNO nebo NO~ Ptechodné kovy, nukleofily (napf. thioly)
Nitrosoniovy iont NO* Thiolatovy aniont

Nitrit NO,"~ Hem

Nitrat NO3~

Oxid dusity N,O; Thioly, aminy

Oxid dusny N,O

Oxid dusicity NO, nebo NO, Thioly, fenoly (tyrosin)
Peroxynitrit ONOO™ nebo ONOOH  Thioly, ptechodné kovy
Peroxynitrat O,NOO"~ ?

Nitrosoperoxokarbonat ONOOCO, Pievazné tyroxin

Hydroxylamin NH,OH

Amoniak NH;

Zvysena produkce RNS mize mit dva hlavni efekty v bunce: 1. zapojeni
v signaliza¢nich procesech, pokud je produkce RNS pod bunécnou kontrolou;
2. nitrooxidativni poSkozeni cilovych molekul, v ptipadé¢ Ze RNS jsou produkovany
v nadbytku, coz mize vést az K patologickym projevim (Corpas et al., 2008a;
Rubbo a Radi, 2008; Wang et al., 2006; White et al., 2010). Funkce RNS v rostlinnych
buiikach jsou velmi rozmanité a komplexni, protoZe se podileji na mnoha riznych

fyziologickych procesech.

2.1.1 Mechanismy vzniku a odbouravani RNS

Molekularni mechanismy odpoveédné za syntézu NO v rostlinach jsou stale predmétem
studia a diskuze. Hlavni produkce NO u savcu je zprostfedkovana NADH dependentni
oxidaci L-argininu (Arg) na L-citrulin za pomoci enzymu NO synthasy (NOS,
EC 1.14.13.39) (Alderton et al., 2001). NO synthasy jsou hemoproteiny piibuzné
s cytochromy P450. Syntéza NO pomoci NOS je zavisla na dostupnosti prostetickych
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skupin, jako je kalmodulin a také c¢tyf dalSich kofaktori (hem, FAD, FMN
a tetrahydropterin). V zivocisnych buikach byly identifikovany tfi odlisné izoformy
tohoto enzymu. Patii sem endotelialni NOS (eNOS), neurondlni NOS (nNOS)
a indubicilni NOS (iNOS) (Kavya et al., 2006, Kone et al., 2003). Byla provedena fada
studii s cilem potvrdit pfitomnost NOS v rostlinach. Inhibitory sav¢ich NOS byly
uspésné pouzity k blokovani produkce NO v rostlinach a byla prokdzana tvorba
L-citrulinu z Arg (Del Rio et al., 2004; Gupta et al., 2011). Detekovana NOS aktivita
u rostlin je v odbornych ¢lancich uvadéna jako NOS-like aktivita (Delledonne et al.,
1998; Durner et al., 1998; Besson-Bard et al., 2008; Corpas et al., 2009a). Pielomovou
se stala studie Foresi et al. (2010) charakterizujici NOS ze zelené fasy Ostrococcus
tauri z téidy Prasinophyceae.

Za hlavni zdroj NO v rostlinach je povazovana redukce nitritd (NOy'), ktera muze
probihat neenzymovymi i enzymovymi mechanismy. K neenzymové redukci nitritu
dochazi spontanné v apoplastu a probihd v disledku kyselych podminek za pritomnosti
kyseliny askorbové nebo fenold (Bethke et al., 2004). Redukce nitritu enzymovou
cestou zahrnuje reakci katalyzovanou nitrit:NO reduktasou (Ni:NOR, EC 1.7.2.1)
Vv plazmatické membrané (Stohr et al., 2001) a reakci katalyzovanou nitratreduktasou
(NR, EC 1.7.1.1) v cytosolu (Yamasaki et al., 1999; Rockel et al., 2002). Primarni
ulohou NR v rostlindch je asimilace dusiku pies NAD(P)H dependentni redukei nitritu,
ktery je nasledné redukovan na amonné ionty nitrit reduktasou (NIR, EC 1.7.1.4).
NR také miize katalyzovat pfeménu nitritu na NO. U¢innost NR v produkci NO je viak
nizkd a lze predpoklddat, Ze neni relevantni za fyziologickych podminek (Yamasaki
et al., 1999; Rockel et al., 2002). Hlavni role NR v syntéze NO je produkce nitritu,
ktery je nasledn¢ redukovan na NO s vyuzitim elektronli z mitochondridlniho
respira¢niho fetézce (Modolo et al., 2005).

SniZeni mitochondrialni aktivity nitrity bylo detekovano v rGznych druzich rostlin,
v fase Chlorella sorokiniana, v suspenzi bun¢k tabaku a v mitochondriich izolovanych
z kvasinek a zivocisnych bunék (Castello et al., 2006; Modolo et al., 2005; Gupta et al.,
2005). Tyto vysledky naznacuji existenci spole¢ného Arg-nezavislého mechanismu pro
produkci NO v zivych organismech. Kromé mitochondrialniho fetézce je redukce nitritu
na NO umoznéna pomoci elektronovych transportér chloroplasti (Jasid et al., 2006).

V posledni dobé byla prokdzana tuloha polyamini v produkci NO v rostlinach
(Tun et al., 2006). Arginin jako biosynteticky prekurzor polyamini mutze nepfimo

ovlivitovat tvorbu NO nezavisle na NOS aktivité, jak bylo zjisténo studiem Arabidopsis
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mutantdl postradajicich arginasovou aktivitu (EC 3.5.3.1) (Flores et al., 2008). Dalsi
navrhovany mechanismus pro rostlinnou biosyntézu NO zahrnuje hydroxylaminy
(Rumer et al., 2009). Exogenni dodavky hydroxylaminu ke kulturam tabakovych bunék
vedou k uvoliovani NO. Fyziologicky vyznam tohoto ucinku zlstdva nejasny,
protoze pfirozeny vyskyt hydroxylaminu v rostlindich nebyl dosud jednoznacné

prokazan (Gupta et al., 2011).

GSSG + NHs

NOy GSNOR T

" e ‘ e (mitochondrie)
NO;» GSNO
NO» GSH
ey / Hb
Neenzymaticka Ni:NOR |
redukce E — NO2‘T NOs
2
A
NOS-like I v\’(chloroplasty) Or
ktivi |
aktivita ; NO» ONOG-
Arg — - — »Polyaminy Prx
NO» -
Syntéza NO Degradace NO
v
HOMEOSTAZA NO

Obr. 1: Produkce a degradace oxidu dusnatého (ptevzato ze Salgado et al., 2013)

NO miiZe reagovat neenzymove se superoxidovym aniontem za vzniku peroxynitritu,
jedna se o vyznamnou reakci Vv signalizaci, homeostazi NO a tim i v mechanismu
degradace NO (Radi et al., 2002). Nedavné studie ukazaly, ze vné&jsi NAD(P)H
dehydrogenasy (EC 1.6.99.1) z rostlinnych mitochondrii jsou dilezitym zdrojem tvorby
superoxidu, ktery miize reagovat s pfitomnym NO, coz vede k mitochondridlni
degradaci NO (de Oliveira et al., 2008;. Wulff et al., 2009). ONOO" je nasledné
enzymov¢ degradovan na dusitan pomoci peroxiredoxinu (Prx, EC 1.11.1.15). Ve studii
Romero-Puertas et al. (2007) byla prokazana inhibice Prx II E aktivity S-nitrosylaci,
coz vede kinhibici degradace ONOO’, tzn. S-nitrosylace reguluje hladinu
intracelularntho ONOO'.

Oxid dusnaty reaguje s redukovanym glutathionem (GSH), kdy dochazi ke vzniku
S-nitrosoglutathionu (GSNO), vyznamného nizkomolekularniho S-nitrosothiolu. GSNO
je hlavni zasobarnou NO a donorem NO v bunikach (Lindermayer et al., 2005;
Liu et al, 2001). Intracelularni hladina GSNO je regulovana enzymem
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR, EC 1.1.1.1).



Oxid dusnaty se muze vazat na hemové skupiny rostlinnych hemoglobint. Bylo
prokazano, Ze okyslicené tfidy 1 nesymbiotickych hemoglobini (Hb) katalyzuji
pfeménu NO na dusi¢nany (Igamberdiev et al., 2005). Tyto hemoglobiny hraji dileZitou

roli v degradaci NO zejména za hypoxickych podminek.

Tab. 2: Lokalizace produkce NO v rostlinnych buiikach (zpracovano podle Frohlich
a Durner 2011).

Lokalizace produkce NO Typ produkce NO

Bunécéna sténa Neenzymova produkce

Plazmaticka membrana Nitrit:NO reduktasa, vazana na PM

Apoplast Polyaminooxidasa

Cytosol Nitratreduktasa
NADPH:nitratreduktasa

Hemoproteiny/proteiny obsahujici molybden jako
kofaktor/Fe-S Klastry

Mitochondrie Arginin-dependentni tvorba NO
GSNO

GSNOR
Elektronovy transportni fetézec

Chloroplasty Arginin-dependentni tvorba NO
GSNO
GSNOR

Peroxisomy Arginin-dependentni tvorba NO
GSNO
GSNOR
Hemoproteiny/proteiny obsahujici molybden jako
kofaktor/Fe-S klastry
Katalasa
Xanthinoxidoreduktasa

Endoplazmatické retikulum Hemoproteiny/proteiny obsahujici molybden jako
kofaktor/Fe-S klastry

2.1.2 Oxidu dusnaty
Oxid dusnaty je neutrdlni molekula malych rozmérl vyskytujici se v ZivociSnych

1 rostlinnych bunkach. Jednd se o reaktivni volny radikal s neparovym elektronem,
ktery je stabilizovan dvéma mechanismy: 1. reakci s partnery obsahujici také neparové
elektrony nebo 2. interakci s d-orbitaly piechodnych kovi, nejcastéji zeleza
(Thomas et al., 2003).

NO je molekula svelmi kratkou dobou zivota, ktera je dobfe rozpustna
V hydrofobnim prostiedi. Tato vlastnost umoziuje jeho volnou difazi pfes biologickou
membranu z jednoho prostoru do druhého (Lancaster, 1997). Poprvé byla pfitomnost
a funkce NO popsana u savct, kde se ucastni dilezitych procest, napt. vasorelaxace,

neurotransmise, cytotoxicity a regulace imunitniho systému. Pfitomnost NO



Vv rostlinnych bunkach, kde hraje vyznamnou roli ve fyziologickych i patologickych
procesech, byla poprvé zaznamenana v roce 1979 (Klepper, 1979).

Oxid dusnaty jako redoxné aktivni molekula hraje kliCcovou roli v Sirokém spektru
fyziologickych a vyvojovych procest, jako je kontrola kliceni semen, rist listli, rozvoj
adventnich kotenil, vyvoj kvétu, uzavirani priduchti a reakce na biotické a abiotické
stresové podminky (Neill et al., 2002; Pagnussat et al., 2002; Hong et al., 2008; Wilson
et al., 2008; Leitner et al., 2009). Jako klicovy regulator také zprostiedkovava
senescenci list a bunéénou smrt u vyssich rostlin (Guo a Crawford, 2005; Zago et al.,
2006). Bylo prokazano, ze NO reguluje fadu fyziologickych dé&ju n¢kolika zpusoby, bud’
piimo ovlivnénim transkripce gent (Huang et al., 2002; Wang et al., 2002;
Polverari et al., 2003; Parani et al., 2004; Shoulars et al., 2008) nebo prostfednictvim
interakce s dal$imi malymi biomolekulami. Pfikladem je reakce NO s peroxidem
vodiku (H20;) nebo dalsimi reaktivnimi formami kysliku (ROS, reactive oxygen
species) (Beligni et al., 2002; Guo a Crawford, 2005). Ve studii Delledonne et al.
(2001) bylo zjisténo, ze NO v kombinaci s HO, umoziuje po rozpoznani patogenu

spusténi bunééné smrti ve spojeni S hypersenzitivni reakci (HR).

Tab. 3: Funkce oxidu dusnatého v rostlinném systému (podle Piterkové et al., 2008)

Funkce
Fyziologické pochody rust a vyvoj

kli¢eni

vyvoj kofenové systému

pohyb svéracich bunék priducht
senescence a programovana buné¢na smrt
lignifikace bunééné stény

metabolismus bunéénych organel

Funkce v bunécnych organech

Chloroplasty biosyntéza chlorofylu, fotofosforylace
Mitochondrie regulace cytochromu c oxidasy
Peroxisomy regulace katalasy a askorbatperoxidasy
Cytosol regulace akonitasy

Bioticky stres programovana buné¢na smrt

hypersenzitivni reakce

systémova odezva
Abioticky stres poranéni

sanilita

vysoka teplota

sucho

tézké kovy




Jako jeden z nejmensich diatomickych molekul vykazuje NO dobrou rychlost difuze
ptes hydrofobni a hydrofilni prostiedi, které usnadnuje jeho interakce s biomolekulami
a jinymi slou¢eninami v okolnich bunkach (Stamler et al., 1992). NO a jeho derivaty
mohou reagovat s thioly, tyrosinovymi zbytky, kovovymi centry a reaktivnimi formami
kysliku (Stamler et al., 2001; Radi et al., 2013). Reakce se superoxidovym aniontem
za vzniku peroxynitritu je jedna z nejvyznamnéjsich biologickych reakci (Ferrer-Sueta
a Radi, 2009). V aerobnim prostiedi NO reaguje s molekularnim kyslikem, kdy dochazi
k jeho pomalé oxidaci za vzniku oxidu dusi¢itého (NOy) (Hill et al., 2010).

2.1.3 Peroxynitrit

Peroxynitrit (ONOO") je nitraéni slouCenina a silny oxidant, ktery vznika
neenzymovou reakci mezi dvéma volnymi radikidly — superoxidovym aniontem
a oxidem dusnatym — ve stereochemii 1:1. Tato reakce je jedna z nejrychlejsich reakci
znama v biologii s rychlostni konstantou 4 — 16 x 10° M*.s™ (Ferrer-Sueta a Radi, 2009).
ONOQO' je reaktivni forma dusiku s relativné kratkou dobou zivota ve fyziologickém
rozmezi pH a teploty. Tato slouenina snadno migruje pies biologické membrany
a interaguje s cilovymi molekulami a jejich okolim v okruhu jedné nebo dvou bunék
(Szabo et al., 2007).

Ptestoze byla tvorba ONOO™ prokazana in vivo V rostlinnych buikach, jeho tloha
v prubéhu fyziologickych reakci rostlin neni stale plné objasnéna (Saito et al., 2006;
Corpas et al., 2009b). Detekce tyrosin-protein nitracnich procesit vSak umoziuje
piedpoklad, Ze peroxynitrit vznika pfi riznych stresovych reakcich rostlin ve spojeni
s patofyziologickymi mechanismy. Ve studii Altug et al. (1999) realizované in vitro
byla prokazana cytotoxicita peroxynitritu. V porovnani s rostlinnymi bunkami byla
detekovana v Zivoc¢isnych bunkach vyznamné vyraznéjsi toxicita ONOO, kterd ma
dualezitou roli napft. v procesu patogeneze u fady lidskych onemocnéni.

Zvysena tvorba peroxynitritu pfispivd k oxidativnim a nitrosativnim stresim
Vv riznych biologickych systémech (Arasimowicz — Jelonek et al., 2011). Ze stale vice
studii vyplyva, ze peroxynitrit nemize byt povazovan pouze za mediator bunécné
dysfunkce, ale chova se také jako silny modulator redoxni regulace v raznych
signalnich transduk¢nich drahach bunky (Liaudet et al., 2009).

Pritomnost peroxynitritu muze mit vliv na cilové molekuly bud ptimo,
prostiednictvim jedno- ¢i  dvouelektronové oxidacni reakce nebo nepiimo

prostiednictvim tvorby vysoce reaktivnich radikalt. Velmi rychla reakce peroxynitritu
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je soxidem uhli¢itym za vzniku uhligitanovych (COs*.) a dusi¢nanovych (NOs.)
radikald. Peroxynitritovy anion je Vv pH-dependentni protonové rovnovaze
s kyselinovou peroxynitritovou (ONOOH) a dale prostiednictvim hemolytického
Sté€peni poskytuje radikal oxidu dusi¢itého a hydroxylovy radikal (Virag et al., 2003).
V biologickych systémech mutze byt reakce relevantni zejména v hydrofobni fazi, kdy
dochazi kiniciaci peroxidace lipida a nitraénich procest (Radi et al., 1991,
Szabd et al., 2007). Timto zpusobem miiZze peroxynitrit a od néj odvozené slouc¢eniny
zacilit mnoho buné¢nych molekul jako jsou zbytky tyrosinu, thioly, DNA molekuly
i fosfolipidové mastné kyseliny.

Jiz v pilotnich studiich byla prokazana interakce NO S reaktivnimi kyslikovymi
radikaly vedouci k tvorb&é peroxynitritu v prabéhu riznych stresovych reakcei i u rostlin
(Durner a Klessig, 1999; Bolwell, 1999). Mozna uloha peroxynitritu v reakci na stres
zpusobeny rostlinnym patogenem byla studovana Vv praci Alamillo a Garcia-Olmedo
(2001). Tato studie dokumentuje bunéfnou smrt bunék Arabidopsis zplsobenou
peroxynitrittem Vv oblasti listu naockovaného avirulentni Pseudomonas syringae
pv. Phaseolicola. Ve studii Saito et al. 2006 byl detekovan vznikajici intracelularni
ONOO" v tabdkovych bunkach BY-2 oSettenych INF1 elicitinem pomoci
aminofenylfluoresceinu (APF). Gaupels et al. (2011) sledoval pfitomnost ONOO"
u Arabidopsis po infekci avirulentnim P. syringae. Dale byla produkce peroxynitritu
prokazana napf. vV kofenech Arabidopsis vystavenych salinitnimu stresu (Corpas et al.,
2009a).

Peroxynitrit je toxictéjsi nez NO nebo superoxidové molekuly (Szabo, 2003).
Potencialni drdhy odbourani nadbytecného peroxynitritu v rostliné jsou shrnuty
na obr. 2. V zivocisnych buikach hraji dulezitou roli v inaktivaci ONOO™ askorbaty
(Arteel et al., 1999). V rostlinnych bunkach je kyselina askorbova (AsA) kvantitativné
dominantni antioxidant (Smirnoff, 2000), a i zde se podili na rozkladu ONOQO'". Dalsi
hojné zastoupenou skupinou slou¢enin, které jsou zapojeny v ochrané rostlinné bunky
pfed toxickym ucinkem peroxynitritu, jsou flavonoidy. Bylo pozorovdano pomoci
in vitro experimentd, ze katecholova skupina v B kruhu a hydroxylova skupina
v poloze 3 kaempferolu a galantinu jsou silnymi lapa¢i ONOO"™ (Heijnen et al., 2001).

Také vitamin E, sloZeny z a-, B- a y- tokoferolu, hraje dileZitou roli pfi ochrané
biologickych membran pied oxidativnim stresem indukovanym peroxynitritem
(Ducrocq et al., 1999). Dalsi potencialni detoxikac¢ni draha muze spocivat v reakci

peroxynitritu s GSH za vzniku S-nitrosothiold (Moro et al., 1994). Mechanismus tvorby
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GSNO pravdépodobné zahrnuje homolytické st€peni ONOO™ pfi neutrdlni hodnoté pH,
¢imz se ziska NOy, ktery nitrosyluje thioly (Moro et al., 1994). Podobny mechanismus
rozkladu reaktivnich forem dusiku byl sledovan u rostlin slune¢nice napadenych
Plasmopara halstedii, kdy byl proces tyrosinové nitrace doprovazen zvySenim hladiny
S-nitrosothioll nezavislych na enzymové zvysené produkci NO (Chaki et al., 2009a).

Biologicky uc¢innou detoxikacni drahou peroxynitritu in vivo je reakce GPx s ONOO,
kdy GPx soutézi s thioly o reakci s ONOO™ (Arteel et al., 1999). V mechanismu
inaktivace ONOQO", muze byt zapojen i selenocystein ve struktufe glutathion-peroxidasy
(GPx, EC 1.11.1.9.) (Sies et al., 1997).

Dlouhodobé vystaveni bunck stresovym faktorim vede k postupné a trvalé
nadprodukci ONOO’, coz vyvolava S$kodlivé ucinky v rostlinnych bunkach.
Jasid et al. (2006) pokazal, ze peroxynitrit kromé oxidace chloroplastovych proteind
a lipidd, snizuje také vyvoj kyslikui fluorescencni vytézek fotosystému II (PSII). Dale
bylo zjisténo, ze specifickd mista pro inhibici peroxynitritem v PSIl jsou

v plastochinonu Qa Fe®* na akceptorové stran& PSII (Gonzalez-Perez, 2008).

Metaloporfyriny
Kyselma’ I Peroxynitrit reduktasa
askorbova Y~ __—""| TPrxegPrlIE; GPX
ONOO

l v - tokoferol
Flavonoidy
e.g. genistein, pikatechin

[ S-nitrososlouceniny ] S-nitro-y-tokoferol

Thioly, e.g GSH

e.g. GSNO

Obr. 2: Mozné drahy zpracovani nadbyteéného peroxynitritu (pfevzato z Arasimowicz —
Jelonek et al., 2011)



2.2 Posttransla¢ni modifikace proteini reaktivnimi formami dusiku

Je zndmo, Ze kovalentni posttranslacni modifikace ovliviiuji a kontroluji funkci,
strukturu, bunécnou lokalizaci a odbourdvani proteini. Nejlépe prostudovanymi
modifikacemi proteini jsou N- a O-glykosylace, fosforylace a methylace lysinu.
V poslednich letech se studium posttranslatnich modifikaci zamétuje na dalsi
kovalentni modifikace jako je acetylace, isoprenylace, sulfatace, ubikvitinace,
sumolyace, glutathionylace, citrulinace a polyglutamylace, které mohou mit vyznamnou
ulohu v kontrole a funkci proteint (Jensen, 2006; Hoffman et al., 2008). Mezi nejvice
prozkoumané nitracni a nitrosaéni modifikace In vivo patii nitrace tyrosinu za vzniku
3-nitrotyrosinu a nitrosylace thiolovych skupin cysteinti na S-nitrosocystein. Diive byly
tyto modifikace povazovany za vedlejsi produkt nadmérné a nekontrolované produkce
RNS pfi urcitych patologickych procesech bunék. Aktualni znalosti vSak prokazuji,
ze za normalnich podminek je nitrace bilkovin v biologickych systémech regulovana
jako selektivni proces, kdy dochéazi ke kontrolované modifikaci malé skupiny proteint
pouze na jednom nebo omezeném poctu proteinovych tyrosinu (Rubbo et al., 2008;

Souza et al., 2008).

2.2.1 Nitrace proteint
Nitrace je reakce, kdy dochazi k vneseni nitroskupiny do ortho-polohy vici hydroxylu
na benzenové (aromatické) jadro. Casto po navazani nitroskupiny na benzenové jadro
tyrosinu dochazi ke zméné konformace modifikovanych proteinti a tim k ovlivnéni
jejich biologické aktivity. Touto modifikaci dochazi k vyznamnému snizeni jiného typu
modifikace — fosforylace proteint, ¢imz dochazi k ovlivnéni rychlosti ptenosu
informace v mnoha signalnich drahach zavislych na regulaci proteinti reverzibilni
fosforylaci. Se zvySenou nitraci proteint je spojena cela fada patologickych procest,
kdy dochazi ke zvySené produkci RNS (Turko a Murad, 2002; Danielson a Andersen,
2008).

Pfi nitraci tyrosinu reaguji s aminokyselinovymi rezidui nitracni Cinidla.
NejvyznamnéjSimi nitraéni €inidla jsou oxid dusnaty, oxid dusicity, peroxynitrit a latky
odvozené od dusitanu. Nasledné tyto slouceniny reaguji s tyrosinem za vzniku

nitrotyrosinu (nitroTyr).

10



swr

Tab. 4: Pirehled nejvyznamné;jsi nitracnich ¢inidel in vivo (podle Hnizdova et al., 2009)

Mechanismus nitrace Ptiklad nitrovaného
Nazev Vzorec tyrosinu proteinu
Oxid dusnaty NO Radikalovy prostaglandinsynthasa
Oxid dusicity NO, Radikalovy sérovy albumin
Peroxynitrit ONOO Radikalovy cytochrom ¢
elektrofilni substituce

Kyselina dusita ~ HNO, Radikélovy sérovy albumin
Nitrylchlorid NO,CI Radikalovy sérovy albumin

Je zndmo, Ze nitrace proteint je selektivni modifikace, ktera je ovliviiovana tiemi
faktory: 1. lokalizace proteinti vzhledem K mistu tvorby nitra¢nich ¢inidel, 2. mnozstvi
proteinu a tyrosinovych residui, 3. primarni sekvence v okoli tyrosinu (Ischiropoulos,
2003).

Jednim z nejvyznamnégjSich nitrac¢nich cinidel je peroxynitrit, ktery piendsi NO;
skupinu na aromaticky kruh zbytku Tyr (Radi et al., 2013). Nedavné studie naznacuji,
ze nitrace zbytkli Tyr miiZze byt relevantni regulacni mechanismus pii odpovédi na
abiotické a biotické stresové faktory v rostlindch. Zvysené hladiny nitrace tyrosinu byly
popsany napi. v disledku vystaveni rostlin salinitnimu stresu, zménam ve svételnych
podminkach u hrachu, olivovych listt a suspenzni kultufe Taxus cuspidate
(Corpas et al., 2008b; Valderrama et al., 2007; Gong a Yuan, 2005). ZvySena nitrace
byla prokazana b&hem progrese hypersenzitivni odpovédi u Arabidopsis thaliana
a Vsuspenzich tabakovych bun¢k BY-2 oSetfenych houbovym elicitinem (Morot-
Gaudry-Talarmain et al., 2002; Saito et al., 2006).

Nitrace tyrosinu jsou dobfe prozkoumany ve zvifecich systémech, ale je stale malo
poznatkii o G¢incich v piipadé rostlin. Ve studii Melo et al. (2011) bylo prokazano,
ze klicovy enzym glutaminsyntetasa (GS, EC 6.3.1.2) pro asimilaci dusiku
v kofenovych hlizdch je regulovdna pravé nitraci tyrosinu. Substritem pro GS
je glutamat (Glu), ktery je také prekurzorem pro syntézu GSH. Jelikoz NO produkovany
Vv kotfenovych hlizach inhibuje GS, glutamat mize byt pouZit pro syntézu GSH,
ktery hraje hlavni roli jako antioxidant v kofenovych nodulech (Melo et al., 2011).

2.2.2 S-nitrosylace proteini
S-nitrosylace proteinli je kovalentni a reverzibilni pfipojeni NO na thiolové postranni
fetezce cysteini (Stdmler et al., 1992). Prvni zminka o tomto procesu byla ve studii

Stamler et al. (1992), kde byla popsana u sérového albuminu. Tato modifikace je stejné
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jako fosforylace mistn¢ specifickd, ale je vice labilni nez fosforylace (Hess a Stamler,
2011). S-nitrosylace probiha bez enzymové katalyzy a je kli¢ovou reakci pfi regulaci
funkce proteinti ptisobenim RNS nezavisle na cyklickém guanosinmonofosfatu (CGMP).
Vznikajici slouceninou jsou vedle S-nitrosylovanych proteini, také nizkomolekularni
S-nitrosothioly.  Nejvyznamé&j$im  nizkomolekularnim  S-nitrosothiolem  je
S-nitrosoglutathion, ktery je zasobni a transportni formou NO in vivo (Carver et al.,
2005). S-nitrosylace cysteinovych thiolt je schopna modifikovat aktivitu enzymu,
napi. zvySovat, jak je tomu v piipadé thioredoxinu (Haendeler et al., 2002), nebo
inhibovat, ptikladem jsou isoformy kaspas (Kim et al., 1997).

Mechanismt S-nitrosylace proteinu je celd fada, stale vSak se vedou diskuse o tom,
ktery z nich pfevlada in vivo. Jednim z mechanismu je reakce nitrosoniového kationtu
(NO™) s thiolem. Dal§im moznym vznikem RSNO je prostfednictvim napt. NoO3 a N,Oy

(dimer NO,). Reakci peroxynitritu s thioly dochazi ke vzniku S-nitrosothiold in vivo.
RS-

NOxy | ————> | NO~© Aﬁ RSNO

Redukovany kov

A

oxidant

- b

4

RSNOH 7? RSNO

N

akceptor e-+ H+

Obr. 3: Mechanismy vzniku S-nitrosothioli: Reakce NO s oxidanty (O, O;,) vedou k vy$sim
oxidim dusiku, které reaguji s redukovanymi thioly (RSH) za wvzniku radikalového
meziproduktu RSNOH na S-nitrosothioly (RSNO). Pfechodné kovy (Me) mohou pusobit jako
katalyzatory S-nitrosylace nebo vést k tvorb& nitrosylaéniho ¢inidla NO* (upraveno podle
Gow et al., 2004).

Ptimou reakci oxidu dusnatého s thioly dochdzi ke wvzniku radikélového
meziproduktu, ktery mize byt v pfitomnosti akceptoru elektronli pfeménén na RSNO
(Gow et al., 1997). Tento mechanismus probiha i v anaerobnich podminkach za tcasti
napt. NAD",

RSH + ‘NO — RS- °"N-O-H
RS- *N-O-H + O, - RS-NO + O~
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V soucasné dob¢ se predpoklada, ze S-nitrosylace urcit¢ho proteinu je odrazem
intracelularnich hladin GSNO (Stamler et al., 1992; Lindermayr et al., 2005).
S-nitrosoglutathion muze pienaset ¢ast NO piimo najiné thiolové skupiny. Tento

proces se nazyva transnitrosylace (Liu et al., 2001).

SNO

G

2

=1
I=I=E|—|

e;
B o -

______________

% : : ! GSNO signalizace | i
SNO (SH): 0
| d
TRXAS
P
NADP
0
i >
NO. SH % NTRA v
NADPH €
TRXAS d

__________________

Obr. 4. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) a thioredoxin-h5 (TRXh5) reguluji
S-nitrosylaci proteind v rameci imunitni signalizace u rostlin (pfevzato z Kneeshaw et al.,
2014). Jsou zobrazeny 2 tiidy proteint. Proteiny prvni t¥idy jsou S-nitrosylovany pomoci
GSNO, jehoz koncentrace je regulovana GSNOR. Proteiny fazené¢ do druhé tiidy jsou
S-nitrosylovany pomoci volného oxidu dusnatého a denitrosylace se ucastni TRXh5/NTRA
systém. Obé¢ drahy prispivaji SA-dependentni genové expresi a imunite.

Proteomicka analyza odhalila existenci fady proteinovych kandidatt podléhajicich
S-nitrosylaci v rostlinach (Lindermayr et al., 2005; Romero-Puertas et al., 2008;
Terrile et al., 2012; Kneeshaw et al., 2014; Yu et al., 2014; Begara-Morales et al.,
2015). V poslednich letech se S-nitrosylace ukazala jako prototyp posttranslaénich
reakci na bazi redoxnich reakci, potfebnych pro imunitu rostliny (Spoel a Loake, 2011).
Byla prokazana S-nitrosylace klicovych proteint, které se podileji na indukci
programované bunécné smrti a na transkripénim pieprogramovani hostitelskych bunék

vedouci ke zméné odolnosti rostlin. Jako cile pro S-nitrosylaci v rostlinach byly

identifikovany napt. glyceraldehyd-3-fosfat a metakaspasa 9 z cytosolu Arabidopsis.
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Vyznamna role S-nitrosylace methioninadenosyltransferasy 1 (enzym zapojeny do
biosyntézy etylenu) byla prokazana v regulaci produkce etylenu (Leitner et al., 2009).
DalSimi znamymi proteiny, u kterych byla detekovana S-nitrosylace, jsou Rubisco
a peroxiredoxin Il E (PrxIIE) (Lindermayr et al., 2006). Inhibice PrxIIE, klic¢ového
proteinu v detoxifikaci peroxynitritu, v disledku S-nitrosylace vede ke zvyseni hladiny
peroxynitritu (Sakamoto et al., 2003). Peroxynitrit nasledné¢ modifikuje tyrosinova
residua v proteinech, které jsou dulezitymi modulédtory signalizace v obrannych
reakcich rostlin (Gaupels et al., 2012).

V soucasné dob¢ nove ziskané poznatky poukazuji na vliv zmény endogenni hladiny
NO na biosyntézu, katabolismus/konjugaci a produkci fady fytohormoni jako jsou
auxiny, gibereliny, cytokininy, kyselina abscisova, etylen, salicylovd a jasmonova
kyselina, brasinosteroidy. Moznym klicovym mechanismem v regulaci odpovédi rostlin,
jak ukazuji nejnovéjsi poznatky, je pravé S-nitrosylace jako posttranslaéni modifikace
proteinii (enzymdu, receptoril) V biosyntetickych drahdch jednotlivych fytohormoni
(Obr. 5) (Freschi et al., 2013). Piiklady mozné regulace produkce fytohormont oxidem

dusnatym jsou uvedeny na obrazku 6, 7 a 8.

A- molekul\ hormont
® »</ =
NO 1 NO

\
o~/

J %/

Transkripce ﬂ
gem &_ Zmény Koncentrace (hladiny) rostlinnych
ﬁ hormonii
zapnuto Cile - enzymy zapojeny do biosyntézy,
degradace a konjugace fytohormonti
\_’< &$ Zmény v distribuci rostlinnych hormonu
Cile - kanalky,transportni protein:
Transkripce Ly P P Y
genu
|_> Zmény v signalizaci rostlinnych hormoni
zapnuto Cile — receptory, signalni transdukéni

proteiny

Obr. 5. Pfehled moZnych mechanismii interakci: NO-fytohormon (pfevzato z Freschi et al.,
2013). (A) Chemickou modifikaci transkripénich faktorti (TF) a dalsich proteint (P) mize NO
ovlivnit uroven transkripce gent podilejicich se na metabolismu fytohormont, transportu nebo
signalni transdukci. (B) NO mitize posttranslaéné modifikovat proteiny (P) pfimo zapojené do
biosyntézy, distribuce nebo signalizace rostlinnych hormond. (C) NO nebo reaktivni formy
dusiku mohou také chemicky reagovat s urcitymi typy rostlinnych hormoni, za vzniku produkti
se zménénou biologickou aktivitou.
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Obr. 6. Schematické znazornéni antagonistickych interakci NO - ethylen (pievzato
z Freschi et al., 2013). Methylmethioninovy cyklus enzymu adenosylhomocysteinasy (SAHasa)
(1) a methioninsynthasy (METsynthasa) (2), jejichz aktivity jsou zodpovédné za produkci
homocysteinu (Hcy) a methioninu (Met), mohou v uvedeném potadi pohléhat S-nitrosylaci.
(3) Dale muze byt aktivita methioninadenosyltransferasy 1 (MAT1) z Arabidopsis potla¢ena
pomoci S-nitrosylace, ¢imz se potlacuje konverze Met na S-adenosylmethionin (SAM).
(4) Pii zrani plodd, bylo prokazano, ze NO inhibuje hladinu transkriptu 1-aminocyklopropan-1-
karboxylové kyseliny (ACC), syntasu (ACS) a / nebo ACC oxidasy (ACO). (5) NO muze také
inhibovat ACO aktivitu pfimo vazbou na tento enzym, coz ma za nasledek vytvoreni ACO-NO
binarniho komplexu, ktery s ACC vytvari stabilni komplex ACO-NO-ACC. (6) Bylo popsano
NO-fizené hromadéni netékavych ACC metaboliti: 1-malonyl aminocyklopropan-1-
karboxylové kyseliny (MACC).
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Obr. 7. Zjednodusené schematické znazornéni interakci mezi NO, Kkyselinou salicylovou
(SA) a kyselinou jasmonovou (JA) pri odpovédi rostlin na biotické stresové podminky
(pfevzato z Freschi et al., 2013). (1) S-nitrosylace ,,NON-EXPRESSER OF
PATHOGENESIS-RELATED GENE 1“ (NPR1) na Cys 156 podporuje jeho oligomerizaci
a stalost v cytosolu. (2) NO stimuluje biosyntézu SA. (3) Receptor SA po vazbé SA aktivuje
denitrosylaci oligomerniho NPR1 za vzniku monomerniho NPR1. (4) Monomerni NPR1 je
pfemistén do jadra, kde se vaze na TGA transkrip¢ni faktory, které nasledné aktivuji promotory
SA-responzivnich gent. (5) NO také stimuluje biosyntézu JA. (6) Cytosolova, oligomerni
NPR1 potlacuje JA-aktivované reakce. (7) V pozdnich stadiich bakterialni infekce,
S-nitrosylace SA-vazebného proteinu 3 (SABP3) na Cys280 potlacuje jeho schopnost vazat SA.
Pouze SABP3 po vazbé SA aktivné ovliviiuje obranné reakce.

V dtsledku S-nitrosylace jednoho z hlavnich intracelularnich receptor auxinu TiR1
(transport inhibitor response 1) dochazi k ovlivnéni auxinové signalizacni drahy
(Terrile et al., 2012, Freschi et al., 2013).
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Obr. 8. Schematické znizornéni synergickych reakci NO - auxinu (ptevzato z Freschi
et al., 2013). (1) Auxiny mohou stimulovat produkci NO. Ve vétsing piipadd, je nitratreduktasa
(NR) hlavnim zdrojem produkce NO indukované auxinem. (2) V kofenech M. truncatula
podporuje  NO akumulaci auxinu potlatenim jeho degradace pomoci TAA-oxidasy.
(3) V Arabidopsis muze NO pozitivné ovlivnit auxinovou signalni drahu S-nitrosylaci proteinu
»TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1“ (TiR1), na ktery se nasledn¢ vaze auxin
a ,,AUXIN/INDOL-3-OCTOVA KYSELINA“ (AUX/IAA) protein s navazanym transkripénim
faktorem (TF). Dochazi kuvolnéni TF a aktivaci transkripce gent v odpovédi na auxin.
Nasledné dochazi k oznaceni AUX/IAA proteini ubikvitinem a degradaci proteinu
26S proteasomem.
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Ve studiich Correa-Aragunde et al. (2013) a Begara Moreles et al. (2014, 2015) bylo
popsano ovlivnéni hladiny ROS S-nitrosylaci specifickych cilovych proteint. Ve studii
Yun et al. (2011) byl prokazan vliv NO na hladinu ROS na zakladé regulace aktivity
NADPH oxidasy (EC 1.6.3.1), ktera je vyznamnym zdrojem ROS (obr. 9).

0 O | mo,
7 N
,/
sl
Apoplast
RBOHD )
CyTOPlazma ‘\\"‘*“—*,M**“’ éoé/
o | P
F SNO "
\ NADPH NADP* + H*
GS+SG G%NOR >
NH;

Obr. 9. Regulace aktivity NADPH oxidasy pomoci S-nitrosylace (pievzato z Yu et al.,
2014). Protein RBOHD (Respiratory burst oxidase homolog D) se podili na aktivaci
oxidativniho vzplanuti v disledku napadeni rostliny pathogenem. Tvorba S-nitrosothiold na
Cys890 RBOHD brani navazani esencialniho kofaktoru flavinadenindinukleotidu (FAD).
Enzym RBOHD je neaktivni.  S-nitrosylace RBOHD je nepfimo  fizena
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) (Yun et al., 2011).

Cilem S-nitrosylace piipadné tyrozinové nitrace, jak bylo prokazano ve studii
Begara-Morales et al. (2014, 2015) jsou také antioxida¢ni enzymy askorbatperoxidasa
(APX1, EC 1.11.1.11) a monodehydroaskorbatreduktasa (MDAR, EC 1.6.5.4),
podilejici se na regulaci hladiny ROS (obr. 10).
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Obr. 10. Regulace askorbat-glutathionového cyklu oxidem dusnatym (pievzato
z Begara-Morales et al., 2015). NO moduluje askorbat-glutathionovy komplex pomoci
posttransla¢nich modifikaci jako je nitrace tyrosinu ¢i S-nitrosylace proteinu askorbatperoxidasy
(APX) nebo monodehydroaskorbatreduktasy (MDAR). MDAR aktivita je redukovana
v dusledku nitrace i S-nitrosylace MDAR proteinu. V piipadé APX S-nitrosylace aktivuje
enzym a naopak nitrace redukuje jeho aktivitu. Glutathionreduktasova aktivita (GR) neni nitraci
ani S-nitrosylaci ovlivnéna.

——————————p

Byla prokazana uzka souvislost mezi mechanismem pusobeni auxinu a hladinou
ROS/RNS. Auxin vystupuje jako iniciator produkce ROS: 1) aktivaci auxin-vazajiciho
proteinu 1 (ABP1) ptes Rho GTPasu (RAC/ROPSs) dochazi k indukci aktivity NADPH
oxidasy (Duan et al., 2010; Shi a Yang, 2011), 2) potlaceni aktivity peroxidasy
(Iglesias et al., 2010; Lin et al., 2011; Correa-Aragunde et al., 2013) (obr. 11).
V disledku zvySené koncentrace ROS dochazi nasledné k aktivaci NR (Wang et al.,
2010; Lin et al., 2012) vedouci ke zvySeni hladiny NO, ktery mize opét regulovat
aktivitu NADPH oxidasy. Bylo prokazano, ze S-nitrosylace NADPH oxidasy vede
ke snizeni syntézy ROS (Yun et al., 2011). Jak bylo nedavno prokazano, zvySena
produkce NO muze aktivovat askorbatperoxidasu (Correa-Aragunde et al., 2013).
Lze ptedpokladat, ze souhrnn¢ by mohly tyto reakce slouzit jako slozky negativni

zpétné vazby vedouci ke snizeni koncentrace ROS (Yu et al., 2014).
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Obr. 11. Vzajemné regulace mezi auxinem, oxidem dusnatym (NO) a reaktivnimi formami
kysliku (ROS) (Yu et al., 2014). Auxin indukuje produkci reaktivnich kyslikovych
meziprodukti (ROS) prostiednictvim aktivace NADPH oxidasy, ktera je zprostiedkovana
vazbou auxinu na auxinu vazajici protein 1 (ABP1) a aktivaci Rho GTPasy (RAC/ROP)(Duan
et al., 2010; Shi a Yang, 2011). Zvyseni NADPH oxidasy a generace ROS vede k: 1) aktivaci
nitratreduktasy (NR) a produkci NO, coz muze vést k redukci aktivity NADPH oxidasy pomoci
S-nitrosylace (Yun et al., 2011); 2) tvorbé OH radikalu za katalyzy apoplastické peroxidasy
(Mueller et al., 2009); 3) regulaci S-nitrosylace na auxinovym receptoru reakci transportniho
inhibitoru 1 (TiR1) (Terrile et al., 2012). Paralelné také auxin indukuje ¢asteCnou inhibici
peroxidasy prostiednictvim denitrosylace, coz pfispiva ke zvySeni hladiny ROS. Funkce
peroxidas Ize znovu aktivovat S-nitrosylaci v disledeku zvysené produkce NO. Kolisajici
koncentrace NO mtize modulovat aktivitu celulosasyntasy a biosyntézu bunééné stény.

2.3 S-nitrosoglutathionreduktasa
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je vysoce konzervovany a vsSudypiitomny

enzym, ktery patfi mezi zinek-dependentni alkoholdehydrogenasy III tfidy (ADH3,
EC 1.1.1.1) (Martinez et al, 1996). GSNOR je také oznaCovana jako
S-(hydroxymethyl) glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284) a dfive jako glutathion-
dependentni formaldehyddehydrogenasa (FALDH, EC 1.2.1.1). Nej¢astéji pouzivanym
nazvem enzymu v soucasné védecké literatufe je S-nitrosoglutathionreduktasa,
avSak tento nazev zatim nebyl ndzvoslovnou komisi [UBMB schvélen.

Aktivita GSNOR byla prokazana u bakteriii, kvasinek a savci (Diaz et al., 2003;
Liu et al., 2001; Sakamoto et al., 2002). V poslednich desetiletich se studie zaméfily na
studium aktivity GSNOR také v rostlinach, kde byla detekovéna v husenicku, hrasku
(Shafqat et al., 1996; Barroso et al., 2006), kukufici (Fliegmann a Sandermann, 1997),
ryzi (Dolferus et al., 1997.), slune¢nici (Chaki et al., 2009b), pepti (Airaki et al., 2012)
a rajceti (Kubienova et al., 2013a).
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S-nitrosoglutathionreduktasa je zapojena do mechanismil reakce a obrany rostlin
Vramci ruznych typu biotickych a abiotickych stresovych faktord. GSNOR hraje
vyznamnou roli pfi vyvoji rostlin (Lee et al., 2008), v mechanismu obrannych reakci pii
patogenezi (Feechan et al., 2005), reguluje bunéénou smrt (Chen et al., 2009), podili se
na bunééné ochrané pii nitrosativnim stresu (Lamotte et al., 2005; Liu et al., 2001,

Sakamoto et al., 2002; VValderrama et al., 2007).

2.3.1 Mechanismus piisobeni a vlastnosti GSNOR

2.3.1.1 Mechanismus pisobeni GSNOR

ADH3 je znama jako hlavni enzym katalyzujici reverzibilni NAD*-dependentni oxidaci
S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), ktery vznikda spontanni reakci mezi
formaldehydem a glutathionem. Tato reakce ptedstavuje dilezity krok pii detoxifikaci
exogenniho 1 endogenniho formaldehydu, kdy oxidaci HMGSH vznika
S-formylglutathion. Ten je dale hydrolyzovan S-formylglutathionhydrolasou
(EC 3.1.2.12) (Espunya et al., 2006) (Obr. 4A).

GSNOR ma klicovou funkei v regulaci intracelularni hladiny S-nitrosoglutathionu
(GSNO) a ostatnich S-nitrosothiolti (Benhar et al., 2009). Fyziologicky vyznamnéjsi
reakci, kterou GSNOR Kkatalyzuje je nevratna NADH-dependentni redukce GSNO
za vzniku riznych produkti v zavislosti na reakénich podminkach (Jensen et al., 1998;
Liu et al., 2001; Hedberg et al., 2003).

Na obr. 12 je schéma reakce katalyzované GSNOR. Redukce GSNO je ovliviiovana
n¢kolika faktory, které maji vliv na chod reakce. Jednim z téchto faktor je bunécny
redoxni potencial. Dal§im dileZitym faktorem je bunééna dostupnost NADH koenzymu.
V cytoplazmé je vysoky pomér NAD'/NADH, na rozdil od poméru pro koenzym
NADP*/NADPH, ktery je nizky. Tento nizky pomér umoZziiuje redukované formé
fungovat jako reduktant v biosyntetickych drahach. NADPH neni vyznamné vyuzivan
jako kofaktor GSNOR (Jensen et al., 1998; Hedberg et al., 2003). Samotnou redukci
GSNO dochazi ke vzniku N-hydroxylsulfinamid (GSNHOH), ktery je nestabilni a ma
tendenci se v zavislosti na hladin¢ GSH pfeménovat na konecné produkty. V nadbytku
GSH dochazi k nukleofilnimu ataku GSH a uvolnéni hydroxylaminu (NH,OH) a vzniku
glutathiondisulfidu (GSSG, oxidovany glutathion). Pii nizké koncentraci GSH dochazi
spontannim pieskupenim GSNHOH ke vzniku glutathionsulfidamidu (GSONH3). Ten
je dale v kyselém prostfedi hydrolyzovan na kyselinu glutathionsulfinovou (GSO;H)

a amoniak (Jensen et al., 1998).
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Obr. 12: Reakce Kkatalyzované GSNOR (alkoholdehydrogenasou tiidy III) (pfevzato
z Kubienova et al., 2013a).

2.3.1.2 Struktura GSNOR

S-nitrosoglutathionreduktasa je homodimerni enzym, ktery ve své struktufe obsahuje
dva atomy zinku. Kazd4 ze dvou podjednotek o velikosti 40 kDa se sklada z velké
katalytické domény a zmenSi domény svazebnym mistem pro koenzym
(Engeland et al., 1993; Sanghani et al., 2003). Prvni identifikovanou rostlinnou
strukturou  GSNOR je krystalova struktura enzymu ze Solanum lycopersicum
cv. Amateur (SIGSNOR). Jedna se o homodimer 0 velikosti 81 085 Da se dvéma
zineCnatymi ionty ve své struktufe. Oba zineCnaté ionty, které jsou navazany
Vv katalytické doméné¢, kdy pouze jeden je zapojen v katalyze a druhy ma strukturni
funkci. Kazdy monomer mé vlastni aktivni misto umisténé ve S§té€rbin€ mezi
katalytickou doménou a doménou vazajici koenzym. Katalytickd doména obsahuje
rezidua 1-177 a 327-379, mensi NAD"-vézajici Rossmanniiv zéhyb residua 178-326
a tvoii hlavni ¢ast plochy monomeru. Vstupy do obou aktivnich mist enzymu jsou
umistény na jedné stran€, zatimco mista vazajici koenzym jsou na opacnych stranach
dimeru. Katalyticky zinek pusobici jako Lewisova kyselina je vazan v podjednotce
(tetrahedralni konfigurace) k Cys47, Cys177 a His69 ve vzdilenosti 4,8 A od Glu70.
Monomerni jednotky, které tvoti zéklad pro dimer, jsou spojeny pomoci dvanacti beta-
listh tvoticich vétSinu vazebné domény pro koenzym. Zinek zajistujici strukturni funkci
je vazan pres 4 atomy siry na cysteinové zbytky Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113.
V porovnani s jiz znamou strukturou ADH tfidy I je vidét, Ze Glu70 reziduum
neinteraguje s katalytickym iontem zinku tak jako v pfipadé s ADH tiidy III (Kubienova
etal., 2013a).
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Obr. 13: Krystalova struktura rostlinné SIGSNOR (ptfevzato z Kubienova et al., 2013a).
(A) Struktura SIGSNOR vV pfitomnosti koenzymu NAD" v rozliSeni 1,9 A. Barevné jsou
znaCeny: katalyticka doména (tmavé hnéda), vazebna doména pro koenzym (svétle hnéda),
koenzym NAD" (7lut4 - atomy uhliku, modré - atomy dusiku, ervena - atomy kysliku) a atomy
zinku (zeleng) jsou znazornény kulickami. (B) Rezidua vazajici se na katalyticky zinek, ktery
funguje jako Lewisova kyselina (C) Rezidua vézajici se na zinek, ktery ma pouze strukturni
funkci.

2.3.1.3 Sekvence GSNOR a molekulova hmotnost
U vysSich rostlin byla poprvé stanovena sekvence GSNOR u A. thaliana. Gen

AtGSNOR, oznacujici se jako At5g43940, koduje  glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasu (Letterie et al., 2011). Ve studii Kubienova et al. (2013a)
bylo srovnanim sekvenci Solanum spp. zjisténo, Zze GSNOR sekvence
pro S. habrochaites a S. lycopersicum cv. Amateur jsou shodné. Sekvence GSNOR
pro S. chmielewskii se 1i§i pouze v Sesti nukleotidovych bazich. Naproti tomu zména na
urovni aminokyselin nebyla zaznamenéana. Déle byly porovnavany proteinové sekvence
BoGSNOR z Brassica oleracea a AtGSNOR z A. thaliana, které vykazovaly homologii
97%, jelikoz obé¢ rostliny pochazi ze stejné rodiny Brassicaceae.

SIGSNOR vykazuje velmi blizkou podobnost v sekvenci sjinymi rostlinnymi
GSNOR, a to zBoGSNOR a LsSGSNOR (Lactuca sativa). Nejvétsi homologie
Vv proteinovych sekvenci zminovanych GSNOR byla zjistétna mezi SIGSNOR
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a BoGSNOR (91%). Dale byla popsana vysoka homologie s lidskou GSNOR
(hGSNOR, 67 %) a GSNOR ze Saccharomyces cerevisiae (61 %).

U purifikovaného enzymu GSNOR izolovaného z A. thaliana byla metodou Western
1996). Metodou
2003).
Pomoci gelové permeaéni chromatografie byla potvrzena dimerni forma enzymu. Touto
zjistény hodnoty MW pro kukuficnou GSNOR - 82 kDa
(Wipperman et al., 1999), 82,3 kDa pro hrachovou GSNOR a 81,4 kDa pro lidskou
GSNOR (Uotila a Koivusalo, 1979). Metodou MALDI-TOF byla u GSNOR z rajcete
stanovena molekulova hmotnost 42,5 kDa, podjednotky BoGSNOR jako 41,5 kDa
a pro LsGSNOR podjednotku jako 41,3 kDa (Kubienova et al., 2013a,b).

blot stanovena molekulova hmotnost 44,6 kDa (Martinez et al.,
SDS-PAGE byla ur¢ena MW podjednotky 45 kDa u AtGSNOR (Achkor et al.,

metodou byly
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Obr. 14: Srovnani aminokyselinovych sekvenci GSNOR z rajéete (GU296438), Arabidopsis
(CAA57973), ¢lovéka (M30471) a S. cerevisiae (NM_001180228) v programu MUSCLE v 3.8
(ptevzato z Kubienova et al., 2013). Identické aminokyseliny jsou zvyraznény ¢erné, podobné
(60% threshold) $eds. Ctyii cysteiny vazajici katalyticky atom zinku jsou zvyraznény Zluté.
Residua vazajici substrat HMGSH jsou zvyraznéna modie. Residua tvofici tzv. anion-vazebnou
kapsu jsou zvyraznény fialové.

2.3.1.4 Substratova specifita
ADH tfidy III vykazuji v porovnani s dalS§imi ADH tfidami rozdilnou substratovou

specifitu. Na rozdil od ADH I, které jako substrat preferuji kratké alifatické alkoholy
(etanol, propanol), neni struktura ADH III uzplisobena pro navazéani téchto malych
substratt. Pfi sledovéani rozdili mezi strukturami ADH I a SIGSNOR bylo zjisténo,
ze rezidua 53-59 a 113-120 SIGSNOR lezi dale od aktivniho mista, které se tim zveEtsi

24



a vytvari vstup pro vétsi substraty do vazebné domény (Kubienova et al., 2013a). Mezi
tyto substraty patii GSNO, HMGSH, alkoholy s del§im fetézcem a w-hydroxymadaselna
kyselina (Sanghani et al., 2002). GSNOR piednostné¢ oxiduje HMGSH, nasledné
geraniol, cinnamylalkohol, w-hydroxymaselna kyselina a alifatické alkoholy s dlouhym
fetézcem (nonanol a oktanol) (22 nebo 28). Také byl prokazan retinol jako endogenni
substrat pro GSNOR (Shafgat et al., 1996). Rada publikaci potvrzuje, Ze délka fetézce
substratu vyrazné ovliviiuje substratovou specifitu GSNOR (Sanghani et al., 2000;
Staab et al., 2009; Kubienova et al., 2013a).

2.3.1.5 Inhibice GSNOR - inhibitor N6022

V posledni dob¢ jsou vyvijeny nové a u¢inné inhibitory GSNOR na bazi pyrrold, kam
patii viceslozkovy inhibitor N6022 (Sun et al., 2011a). N6022 je slouc¢enina obsahujici
pyrrolové jadro s kvartérni strukturou (Ctyfstén). V jeho struktuie jsou zbytky kyseliny
propionové orientovany smérem k aniontové kapse uvniti aktivniho mista GSNOR
a tim dochazi k propojeni vodiku a soli interakci s GIn111, Arg114 a Lys283. Imidazol,
ktery je taktéz obsazen v N6022, smétuje ke katalytickému zinku a imidazolovy dusik
je soucasti ucinn¢ tetrahedralni koordinace zinku spolu se zbytky Cys44, His66
a Cysl173. V struktuie N6022 dochazi ke stabilizaci imidazolového kruhu pomoci
T — m interakei s nikotinamidovym kruhem NAD®. Dalsi stabilizaci poskytuji vodikové
vazby mezi benzamidem z N6022 a GIn117 (Green et al., 2012).

N6022 se tadi mezi nova léciva prvni tfidy se silnou inhibi¢ni aktivitou proti
hGSNOR. Inhibice GSNOR brani metabolismu GSNO a umoznuje jeho akumulaci.
Fortenberry et al., 1999; Reynaert et al., 2004) a jeho zvySena hladina vede k bunétné
signalizaci proteinii S-nitrosylaci a nejspiSe také ovlivituje hladinu NO a nitritu,
které tvoti s glutathionem GSNO (Sanghani et al., 2009; Sun et al., 2011a). Inhibitory
GSNOR jsou vyvijeny jako lécebna terapeutika na podminky, pfi nichZ je naruSena
homeostaza GSNO a NO (Sun et al., 2011a; 2011b; 2011c; Colagiovanni et al., 2012).
Je zndmo, ze inhibice GSNOR pomoci N6022 zajiStuje zmirnéni ucinku astmatu,
chronické obstrukéni nemoci plic a zanétlivych onemocnéni stiev (Sun et al., 2011a).
N6022 je v soucasné dobé v pocateéni fazi klinického testovani u lidi.

Ve studii Kubienova et al. (2013a) bylo zjisténo, ze inhibitor N6022 je mnohem
siln€j$i inhibitor (ICsp 300 £18 NM) v porovnani s mastnymi kyselinami. Mechanismus

inhibice N6022 je nekompetitivni ke GSNO s hodnotou K; 429 + 30 nM. Inhibi¢ni
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konstanta pro rostlinou GSNOR je mnohem vyssi nez u lidského enzymu, kdy jeji

hodnota pro N6022 je 2,5 nM (Sun et al., 2011a; Staab et al., 2009).

@“ 5:5\%
%

Obr. 15: N6022 - Synteticky inhibitor GSNOR. Sumarni vzorec Cy4H,,N4O3, chemicky nazev
3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-pyrrol-2-yl)propionova
kyselina (MW 414.46) (pievzato z Green et al., 2012).

" Gin111

Obr. 16: Interakce N6022 s GSNOR anion - vazebnou kapsou na N6022 + GSNOR « NAD"
ternarni komplex (pievzato z Green et al., 2012).

2.3.2 Vyznam GSNOR u rostlin
2.3.2.1 Uloha GSNOR ve fyziologii rostlin

S-nitrosoglutathionredukata je enzym lokalizovany zejména v cytosolu. Dalsi lokalizace
byly objeveny v jadie a peroxisomu. Piitomnost GSNOR v jadfe mize regulovat mistni
hladiny GSNO a chranit tak geneticky material pfed NO-indukovanym poskozenim
(Staab et al., 2008a, b).

Aktivita GSNOR se zdd byt nezbytnd pro normdlni vyvoj a plodnost rostliny
za optimalnich ristovych podminek (Lee et al., 2008). U Arabidopsis je GSNOR
kédovana jednim genem, které je oznaCovan jako At5g43940. Analyza exprese GSNOR

v Arabidopsis za pomoci Bio-Array ukazuje, Ze tento gen je vyznamné exprimovan
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ve vSech organech s vyjimkou zralého pylu. Pomoci imunolokalizace a histochemické
detekce bylo zjisténo, ze je tento protein rozdilné exprimovan, kdy vyssi exprese je
Vv kofenech a listech v prvnich stadiich vyvoje. Je také znamo, ze GSNOR by mohla byt
zapojena Vv regulaci redoxniho stavu (Espunya et al., 2006). Tento enzym muze byt také
zapojen do regulace rostlinné bunécné smrti pravdépodobné prostiednictvim procesu
S-nitrosylace (Chen et al., 2009).

V praci Kubienova et al. (2013a) zaméfené na studium tlohy a lokalizace GSNOR
ve vyvoji rostlin Solanum spp. byla stanovena exprese GSNOR Vv jednotlivych ¢astech
rostliny. Vys§i exprese genu v porovnani s kofeny byla detekovana v déloznich listcich
(10-ti denni semenacky). V rostlinach péstovanych 30 dni byla exprese GSNOR
Vv kofenech vyssi v porovnani s listy. V pohlavnich organech — v pestiku a ty¢inkach —
byla detekovana také vysoka exprese, stejné jako b&hem vyvoje a zrani ovoce. Tyto

vysledky byly v koleraci s métenim GSNOR aktivity v kofenech, vyhoncich a listech

v

2.3.2.2 Uloha GSNOR p#i stresovych podminkach
Rostliny jsou v pribéhu svého zivota ovliviiovany aktualnim zivotnim prostiedim,

ve kterém se nachazi. MlZe dochazet k plisobeni fady stresovych faktord, jejichz vliv
vede ke zpomaleni Zivotnich funkci, k poskozeni jednotlivych organd a v koneéném
dusledku i k smrti samotné rostliny. Stres je tedy stav, kdy je rostlina vystavena
nepiiznivym vlivim vnéjsiho prostredi. Stresové faktory mohou byt abiotické a biotické

povahy (Obr. 17).

------ A/ \ i —
{” Abiotické " Biotické
—— 337 Herbivory Patogeny
Ch k - . . 3
Fyzikalni SHRlEes (spasani, poraneni) (viry, mikroby, houby)
Vitr UV /VIS Nedostatek Toxické Alelogaﬂe ,
Jatent H.0. O: Lovraplyg a parazitismus
Tepl ¥
cplota Nadbytek
iontu soli

Obr. 17: Rozdéleni stresovych faktort: Hlavni rozdéleni stresovych faktori na abiotické
a biotické.
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Stresovou reakci lze rozdélit na nékolik fazi. Prvni faze tzv. ,,poplachova‘ nastava po
pusobeni stresového faktoru, kdy dochazi k naruseni bunécnych struktur a funkci
bunky. Dale nasleduje faze ,,restitucni®, kdy rostlina aktivuje své obranné mechanismy
a vramci této faze nepiekraCuje intenzita stresu letalni tGroven. Nasledné rostlina
zvySuje svou odolnost viici danému faktoru a tato faze je fazi ,,rezistence®. Posledni fazi
stresové reakce je ,vyCerpani“, ke kterému dochdzi disledkem dlouhodobého

a intenzivniho pusobeni stresoru (Prochazka et al., 1998).

2.3.2.2.1. Salinita
Nepiiznivy uéinek zvysené koncentrace mineralfl, jako jsou napi. Na* a/ nebo CI ionty

vyvolavd u rostlin tzv. salinitni stres (Munns, 2005). Salinita je jednim
rozpustnych soli v ptid¢ se nazyva zasolovani (salinizace). Podle obsahu soli v pidé¢ pak
délime pidu na neslanou (0-3 g/l), mirné zasolenou (3-6 g/l), stfedn¢ zasolenou
(6-12 g/l) a vysoce zasolenou (vice jak 12 g/) (http://www.fao.org/docrep/
R4082E/r4082e08.htm, stazeno 1. 8. 2013).

Podle puvodu rozliSujeme dva typy salinity pidy: primarni (pfirodni) nebo
sekunddrni (vyvolanou ¢lovékem). Primarni salinizace spociva v nahromadéni soli
pfirodnimi procesy v dusledku vysokého obsahu soli v matecném materidlu nebo
podzemni vod¢. Tyto piirodni procesy zahrnuji zvétravani materidlu obsahujiciho
rozpustné soli (chloridy, sirany a hydrogenuhliitany sodiku, vapniku a hoiciku)
a depozici oceanské soli prostfednictvim vétru a desté (Parihar et al., 2015). Sekundarni
salinizace je zplUsobovana lidskymi zésahy, jako jsou nevhodné zavlazovaci postupy,
naptiklad pfi zavlazovani vodou bohatou na soli ¢i pfi nedostatecném odvodnovani
(Garg a Manchanda, 2008). Podle dostupnych zaznama z Management Service FAO
je vice nez 6 % svétové pudy ovlivnéna salinitou. Ze soucasnych 230 milionti hektarti
zavlazované pldy je 45 miliont hektarti zasolenych (19,5 %).

Zvysena koncentrace soli v ptd¢€ inhibuje rist rostlin a to ze dvou hlavnich divodi:
1) ptitomnost soli snizuje schopnost rostliny pfijimat vodu, 2) nadmérné mnozstvi soli
vstupujici do rostlin ovlivituje transpiracni tok rostliny (Greenway a Munns, 1980).
V disledku zvysené koncentrace soli v pidé dochdzi u rostlin ke snizeni vodniho
potencidlu a naruseni iontové homeostazy. Negativni Uc¢inek salinity je pozorovan na
urovni celé rostliny. Je ovlivnéno kliceni, rtst, produkce fotosyntetickych pigmentd,

fotosyntéza, vodni potencial, rovnovaha zivin, dochazi k oxida¢nimu stresu,
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coz nasledné¢ vyznamné ovliviiuje vyvoj rostlin a s tim spojeny vynos zemédélsky
dilezitych plodin. V disledku salinitniho stresu mtize dochazet az k uhynuti rostliny
(Fernandez-Torquemada a Sanchez-Lizaso, 2013; Tavakkoli et al., 2011).

Hlavni vliv v ramci salinitniho stresu maji sodné a chloridové ionty. Koncentrace
sodnych iont ovliviiuje ptijem draselnych iontl, dochazi k naruseni regulace priduchii
a vV konecném disledku ke ztrat¢ vody. Chloridové ionty ovliviiuji tvorbu chlorofylu
a zpusobuji tzv. chlorotickou toxicitu, z tohoto diivodu jsou tyto ionty mnohem

Podle schopnosti rust a vyvijet se v prostiedi s vysokou koncentraci iontl
rozdélujeme rostliny do dvou skupin. Jedna se o halofytni a glykofytni rostliny.
Halofytni rostliny disponuji fadou adaptivnich mechanismi a jsou schopny rast
a vyvijet se v prostiedi s vysokym zasolenim piidy. Naopak glykofytni rostliny jsou
citlivé k vykyviim koncentrace soli a pfi del$im vystaveni salinitnimu stresu hynou. Do
této skupiny fadime ryzi, pSenici, vétSinu zeleniny vcetné okurky a A. thaliana L.

(Flowers et al., 1977; Hasegawa et al., 2000).

Osmoticky
stres Inhibice piijmu vody. \
prodluzovani bunék
Aplikace Vody Salinitni Stl‘eS
s NaCl do pudy — v rostliné
prijimani soli / >
pres Koreny
= % Inhibice fotosyntézy,
Iontovy enzymova aktivita
stres )
signalizace A
MicroRNA 2 Y I —— (e
| Transkriptom | _- ~.] Genom
h T Sl
/v T .z (e
TrankriCpni MAP Proteom
faktor kinasy
Salinitni
tolerance

Obr. 18: Schematicky diagram znazornujici drahy pidsobeni salinitniho stresu v rostliné
a drahy tolerance rostliny na tento stres (pievzato z Parihar et al., 2015).
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Salinitni stres vyvolava v bunice vedle osmotického stresu, také tzv. oxidativni stres.
Dochazi ke zvySené produkci reaktivnich forem kysliku, jako jsou singletovy kyslik,
peroxid vodiku, superoxidové anionty, hydroxidové a perhydroxylové radikaly. Tyto
latky spoustéji expresi nékterych gent pro proteiny podilejici se na obrannych reakcich.
ROS mohou byt pro buniku toxické, vedou k inaktivaci enzymi, poskozeni membran,
peroxidaci lipidd, proteint i nukleovych kyselin (Piterkova et al., 2005; Baatour et al.,
2010; Zhu, 2003, Tanou et al., 2009). ROS reaguji s fadou klicovych biologickych
molekul, jako jsou DNA, RNA, proteiny, sacharidy a lipidy (Job et al., 2005,
Garg a Manchanda, 2009), ¢imz dochdzi k silnému naruseni normalniho metabolismu
rostliny (Obr. 18) (Apel a Hirt, 2004).

Rostliny si v prubéhu svého vyvoje vyvinuly fadu obrannych mechanismu
eliminujicich pasobeni ROS. Antioxidaéni mechanismy mohou byt enzymového
nebo neenzymového charakteru. Mezi antioxidacnimi enzymy patii enzymy askorbat-
glutathionového (Halliwell-Asadova) cyklu: superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.11),
askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR,
EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasa (DHAR, EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasa (GR,
EC 1.6.4.2), dale se jedna o fosfolipidhydroperoxid-glutathionperoxidasu (PHGPX,
EC 1.11.1.9), katalasu (CAT, EC 1.11.1.6), glutathionperoxidasu (GPx, EC 1.11.1.12)
a peroxidasu (POD, EC 1.11.1.7).

Typickymi piedstaviteli antioxidaénich sloucenin jsou glutathion, L-askorbat
(vitamin C), karotenoidy, a-tokoferol, fenolické latky a flavonoidy (Almeselmani et al.,
2006; Yin et al., 2008). Bylo prokazané, ze zvySeni aktivity antioxida¢nich enzymi
Vv organech rostlin je nezbytné pro zlepSeni tolerance rostliny vii¢i salinitnimu stresu
(Ahammed et al., 2012).

Vedle ROS hraji dilezitou roli v obranném mechanismu rostlin v reakci na salinitni
stres reaktivni formy dusiku, kam patfi oxidy dusiku, peroxynitrit ¢i S-nitrosothioly
(\Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2009a; Bai et al., 2011; Tanou et al., 2009,
2012; Leterrier et al., 2012a, b). Nejvyznamnéjsim zastupcem RNS je oxid dusnaty,
ktery je znamy jako endogenni molekula zapojend do fady fyziologickych a obrannych
procest v rostliné (Neill et al., 2003). Exogenni NO muze aktivovat antioxida¢ni
obranné mechanismy, napf. zvySit hladiny antioxidanich enzym a dalSich
antioxidantt (Neill et al., 2008). NO pusobi také jako sekundarni posel v souvislosti
s mnoha signalizaénimi drahami v rostlinné bunice, vcetné ROS-signdlni drahy

(Leterrier et al., 2011). Reakci NO a redukovaného glutathionu vznika molekula
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S-nitrosoglutathion, kterd slouzi jako mobilni rezervodr NO. Dulezitou roli pfi
udrzovani hladiny GSNO a tim i1 homeostdzy oxidu dusnatého hraje enzym
S-nitrosoglutathionreduktasa. V poslednich letech je intenzivné studovana role tohoto
enzymu za fyziologickych i stresovych podminek (Leterrier et al., 2011;
Kubienova et al., 2013; Kubienova et al., 2014).

Rada studii potvrdila aktivaci oxida¢niho stresu u rajéat vystavenych piisobeni
zvySené koncentrace soli v prostfedi (Gapi'nska a Sklodowska, 2000; Shalata et al.,
2001; Mittova et al., 2002, 2003, 2004). V piipadé aplikace exogenniho piidavku NO
dochazi ke snizeni G¢inku salinity (Gong et al., 2014a, b). V praci Gong et al. (2015)
bylo naznaceno, ze GSNOR muze regulovat toleranci rostlin rajéete na salinitni stres.
Nicméné, jeho funkce neni zodpovédna za udrzovani homeostdzy Na® iontdl, ale hraje
roli vregulaci hladiny RNS a tak nasledné ovliviiuje redoxni rovnovahu. Jak je
znazornéno na obr. 19, GSNOR muze byt zapojena do metabolismu ROS pies modulaci
hladiny RNS. RNS maji duélni funkci, mohou slouzit jako signalni molekuly, ale také

mohou zpiisobovat nitrosativni stres v zavislosti na jejich hlading v buiice.
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Obr. 19: Vliv GSNOR na redoxni signalizaci (pfevzato z Gong et al., 2015). V pocate¢ni fazi
salinitniho stresu down-regulace GSNOR ma vliv na zvySeni hladiny RNS, coZ vede k aktivaci
redoxni signalni drahy a aktivaci dalSich mechanism@ snizujicich plsobeni salinitniho stresu,
a dochazi knastoleni tolerance na stres. Pokud v pozd&jsi fazi salinitniho stresu dojde
k nadmérnému navySeni koncentrace RNS, dochdzi nasledné k vysoké produkci ROS
(oxidativni vzplanuti), k vyvolani programované¢ bunécné smrti (PCD). V tomto piipadé
over-exprese GSNOR miize snizovat hladinu RNS a tak chranit rostliny pfed ucinky salinitniho
stresu.

Redukovany GSH a redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) jsou
donory elektroni v mnoha enzymovych reakcich a biosyntetickych drahach. Maji
kliC¢ovou roli vudrzovani bunétné¢ redoxni homeostdzy rostlinnych bunck za

fyziologickych a stresovych podminek (Barroso et al., 1998; Noctor, 2006; Noctor
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et al., 2006; Pollak et al., 2007; Foyer a Noctor, 2011; Dubreuil-Maurizi a Poinssot,
2012). Jak je znamo NADPH je nezbytny redukéni ekvivalent pro regeneraci
redukovaného glutathionu za katalyzy glutathionreduktasou v ramci askorbat-
glutathionového cyklu (Berger et al., 2004; Pollak et al., 2007; Foyer a Noctor, 2011).
Glutation je povazovan za nejhojnéjsi thiol s nizkou molekulovou hmotnosti
v rostlinach (Noctor et al., 2012). Pfitomnost -SH skupiny ¢ini GSH multifunk¢ni
molekulou, kterd je nezbytnda pro fungovani antioxida¢niho  systému
a také pfispiva k tzv. ,,redoxnimu spinaci proteinii, ktery usnadiiuje jejich procesy
regulace, jako je S-glutahionylace a S-nitrosylace (Spadaro et al., 2010; Noctor et al.,
2012; Corpas et al., 2013; Couturier et al., 2013). Za stresovych podminek je hladina
GSH vyznamné sniZzena pravdépodobné v disledku jeho vyuziti v udrZovani aktivity
a hladiny GSH-zavislych enzymi. Tyto vysledky jsou zcela v souladu se studii GSH
a aktivity GR u listt Arabidopsis v reakci na peroxid vodiku (Mhamdi et al., 2010).
Manai et al. (2014) se zaméfili na studium ulohy GSH a NADPH, které hraji
dilezitou roli v udrzovani redoxni homeostasy v rostlinnych buiikach, a souc¢asné ulohy
NO v kofenech u rostlin vystavenych salinitnimu stresu. Studium metabolismu GSH
a NADPH naznacuje, Ze existuyje Uzky vztah mezi redoxni homeostazou
a metabolismem reaktivnich forem kysliku a dusiku (ROS a RNS). Proto byl sledovan
potencialni vztah mezi NADPH, GSH a NO na jedné stran¢ a enzymy zapojenymi do
jejich metabolismu jako je NADP-dehydrogenasa (EC 1.6.99.1), GSNOR, GR a GPX
(quajakolperoxidasa, EC 1.11.1.7) na strané¢ druhé. S-nitrosylaci GSH v reakci
s volnymi radikaly NO vznikda GSNO (Corpas et al., 2013). Za fyziologickych
podminek je v kofenech rajete obsah GSNO podobny jako oxidovaného glutationu
(GSSG), zatimco pii salinitnim stresu se obsah GSNO snizil. Sou¢asné s poklesem
koncentrace GSNO bylo zaznamendno zvyseni hladiny NO. Tyto vysledky
koresponduji se studii vlivu salinity realizovanou v kotenech Arabidopsis (Corpas et al.,
2009a; Leterrier et al., 2012a, b), slune¢nice (David et al., 2010), olivovych listd
(Valderrama et al., 2007), citrusovych listd (Tanou et al., 2009,2012) a listd kukufice
(Bai et al., 2011). Bylo prokazané, ze exogenni aplikace NO miZze zmirnit vliv
salinitniho stresu, tento efekt bude souviset sroli NO v obranném mechanismu
a s detekovanym zvySenim endogenni hladiny NO v disledku salinitniho stresu (Kopyra
a Gwozdz, 2003; Zhang et al., 2006). Vyznamnou roli v reakci rostlin na salinitni stres
ma NO v regulaci kli¢ovych enzymu askorbat-peroxidasového cyklu ptes S-nitrosylace

ptipadné Tyr-nitrace APX a MDAR (Obr. 10) jak bylo prokazano v experimentech na

32



rostlinach hrachu (Begara-Morales et al., 2014, 2015). Provazanost role ROS, RNS,
antioxidacnich systémt a procesti jako je S-nitrosylace a Tyr-nitrace, kde hraje

dilezitou roli GSNO a peroxynitrit, vznikajici v reakci NO se superoxidovym

Peroxisomdlni\

matrix

radikalem, je zde uvedena na obr. 20 (Corpas a Barroso, 2013).
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Obr. 20. Schéma znazorfiujici provazanost role ROS, RNS, antioxida¢nich systémi
a procest jako je S-nitrosylace a Tyr—nitrace (pfevzato z Corpas a Barroso, 2013).



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics, USA: glutation, Triton X-100

Axon Medchem, Holandsko: N6022

Bio-Rad, USA: bromfenolovd modi, Coomassie Brilliant Blue R-250

Bochemie, Ceska republika: SAVO

Duchefa Biochemie (Nizozemsko): Murashige a Skoog medium (MS médium)
Lachema, Ceska republika: aceton, diethylether, 96% ethanol, hydroxid draselny,
hydroxid  sodny, kyselina  chlorovodikova, kyselina  octovd, kyselina
trihydrogenfosfore¢nd, methanol

Lach-Ner, Ceska republika: chlorid sodny, chlorid rtutnaty, uhli¢itan amonny
MachereNagel: NucleoSpin kit pro izolaci RNA, rDNAasa

Roche: Transcriptor high fidelity cDNA synthesis kit

Sigma-Aldrich, Némecko: agar, akrylamid, aminofenylfluorescein, DAF-FM DA,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny, dithiothreitol (DTT),
DMSO, dusitan sodny, glycin, glycerol, fenylmethylsulfonilchlorid (PMSF), hovézi
sérovy albumin, hydrogenfosfore¢nan draselny dihydrat, hydrogenfosforecnan sodny
dihydrat,  merkaptoethanol, =~ MES  hydrat, = N-(1-naftyl)ethylendiamin (NED),
nikotidamiddinukleotid redukovany (NADH), persiran amonny, PTIO, sacharosa,
sulfanilamid, Tris-HCI

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni
Analytické vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);

autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko); centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie);
centrifuga 6K15 (Sigma, Némecko); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko);
digitalni pfedvazky (KERN, Némecko); elektromagneticka michacka (IKA, Némecko);
laminarni box (Schoeller, CR); magneticka michacka (IKA, Némecko); spektrofotometr
BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat (Grant, UK); tiepacka VXR basic (IKA,
Némecko); vortex (Stuart, UK), mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT
(BioTek Instruments, USA), mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy H1
(BioTek Instruments, USA), svételny a fluorescenéni mikroskop Olympus BXS50
(Olympus Optical, Japonsko), Real-Time system CFX96 (Bio-Rad, USA), Termalcycler
C10000 (Bio-Rad, USA), Termalcycler T100 (Bio-Rad, USA)
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3.1.3 Rostlinny material
Vliv aplikace vybranych latek (GSNO, GSH, N6022 - inhibitor GSNOR, PTIO)

modulujici hladinu NO a jejich kombinaci na vyvoj kli¢nich rostlin za fyziologickych
podminek a v prostifedi zvySené koncentrace NaCl byl studovén za pomoci 2 genotypu
Solanum spp. lisici se rezistenci k biotrofnimu patogenu Oidium neolycopersici (padli
rajéatové): S. lycopersicum cv. Amateur — nachylny a S. habrochaites f. glabratum —
vysoce rezistentni (Mlickova et al., 2004; Piterkova et al., 2011).

Pro sterilizaci byla semena sterilizovana 30 s v 70% roztoku ethanolu, dale 25 minut
za stalého tirepani v 3% roztoku SAVO a nésledné 3x promyta sterilni vodou.
Sterilizovana semena byla pfenesena na sterilni vodou ovlhéené 3 vrstvy filtraéniho
papiru v Petriho misce. Pro nakli¢eni semen byla Petriho miska se semeny na dobu
3 — 5 dnil uchovana ve tmé pfi teploté¢ 25°C. Do stiedu ctvercovych Petriho misek na
pevné MS médium (40 ml/miska) s vitaminy obsahujici testované latky o finalni
koncentraci (tab. 5) bylo vyseto 10 naklicenych semen v jedné fadé. V kontrolnim
experimentu byla semena vyseta na MS médium neobsahujici testované latky. Misky
byly umistény na 9 dni ve fytotronu (teplota 25°C). Experimenty byly provadény vzdy

ve trojim opakovani pro jednotlivé genotypy Solanum spp..

Tab. 5: Testované sloufeniny: koncentrace zasobnich roztokd a finalni koncentrace
v MS médiu

Typ slouceniny Koncentrace zasobniho Finalni koncentrace
roztoku v MS médiu
GSH 100 mM 1,5mM
GSNO 100 mM 100 uM
N6022 1 mM 0,1; 1;10 uM
PTIO 133 mM 0,1 mM
N6022 + GSH 1uM+ 1,5 mM
N6022 + GSNO 1uM + 100 uM
N6022 + PTIO 1uM+0,1 mM
NaCl 300 mM 50; 100; 150 mM
NaCl + N6022 100 MM + 1 upM

Vliv testovanych latek na rist semenackt byl 9 dnii po vysevu semen na MS médium
dokumentovan digitadlnim fotoaparatem Sony A330. Déle byla oddélena kotenova ¢ast
od nadzemni, rostlinny materidl byl zvazen a zamrazen pro realizaci dalSich
experiment (stanoveni aktivity GSNOR, Western blot, exprese GSNOR). Apikalni
¢asti kofenti (4 mm segmenty) byly dale pouzity pro histochemickou detekci produkce
RNS.
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Obr. 21: Petriho misky s 9-ti dennimi semenacky a) Solanum habrochaites b) Solanum
lycopersicum cv. Amateur péstovanymi na MS médiu.

3.1.4 Priprava média
Latky byly navazeny podle tab. 6. Déle k nim bylo pfidano 800 ml destilované H,0O

a pH bylo upraveno na hodnotu 6,1. Poté byl objem doplnén na 1 1. Po autoklavovani

média byla hodnota pH 5,8.

Tab. 6: Priprava pevného média pro vysev semen

Latky Mnozstvi [g/1]
MS médium s vitaminy 4,4
Agar 8
Sacharosa 10
MES hydrat 0,195

SloZeni MS média: MS médium obsahuje mikroprvky, makroprvky a organické latky podle
prace Murashige a Skoog (1962) a vitaminy, jak je popsano v praci Gamborg et al. (1968).
MES hydrat: hydrat 2-(N-morfolino) ethansulfonové kyseliny

3.1.5 Priprava S-nitrosoglutathionu (GSNO)
S-nitrosoglutathion byl pfipraven podle metodiky Moore a Mani z roku 2002.

Glutathion (MW=307,3) v mnozstvi 614 mg byl rozpustén ve 3 ml 0,5 M HCI na ledové

lazni. Nasledné bylo pfiddno 138 mg dusitanu sodného (MW=69). Tato reakéni smés
byla po dobu 40 minut chlazena na ledové lazni. Za pomoci Biichnerovy nalevky byla
vznikla ¢ervena srazenina odsata a promyta 2x 10 ml ledové vychlazené deionizované
H,O, 2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu a 2x 10 ml ledové vychlazeného
diethyletheru. Takto promyty produkt byl pfenesen do alobalu, susen za tmy v exikatoru

(GSNO je nestabilni na svétle) a po dosuseni zamrazen.
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3.1.6 Vyhodnoceni délky kofent a nadzemni ¢asti
Pro vyhodnoceni délky koteni byl pouzit Imagel 1.33 software (National Institute

of Health, USA).

3.2 Metody

3.2.1 Histochemické stanoveni produkce reaktivnich forem dusiku

Pro detekci NO byla vybrana sonda DAF-FM DA (4-amino-5-methylamino-
27,7 difluorofluorescein diacetat). Po vstupu do buiiky pfes membranu je pomoci esteras
deacetylovana za vzniku DAF-FM (4-amino-5-methylamino-2°,7’difluorofluorescein).
DAF-FM dale reaguje s NO za vzniku vysoce fluorescencniho triazofluresceinu.
DAF-FM je citlivéjsi a fotostabilngjsi nez casto pouzivany DAF-2 a je schopen stabilni
a silné fluorescence v Sirokém rozmezi pH (Kojima et al., 1998) (obr. 22).
Fluorescen¢ni sonda 3’-(p-aminofenyl)fluorescein (APF) byla pouzita pro detekci
peroxynitritu. Tato latka sama o sobé nefluoreskuje, po reakci s ROS (napi. ONOO)
vznika intenzivné fluorescenéni sloucenina (obr. 24).

Lokalizace a detekce RNS byla realizovéana s vyuzitim svételného a fluorescen¢niho
mikroskopu Olympus BX50. Pro detekci oxidu dusnatého byly pouzity apikalni ¢asti
kotfene (4 mm dlouhé segmenty) inkubované 20 minut v20 uM DAF-FM DA
v 10 mM Tris-HCI pufru, pH 7,4. Pro detekci peroxynitritu byly pouzity apikalni ¢asti
kofene inkubované 30 minut v 20 uM APF v 10 mM Tris-HCI pufru, pH 7,4. Poté byly
kofenové segmenty preneseny na podlozni skli¢ko do kapky 5% glycerolu v 10 mM
Tris-HCI pufru, pH 7,4 a ptekryty krycim sklickem. Nasledné byla detekovana zelena
fluorescence v ptipadé ptitomnosti daného typu RNS. Jako negativni kontrola byly
pouzity kotenové segmenty (bez moduldtoru) inkubovany v PTIO (lapace NO)
(obr. 23).

o] o]
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CHy~C-0._~_ 0 _~ -0 C-CHy O\ O 20 O._~_0_~_0
N l ~ NS ; b~ —~ N o o
F -0  F esterasa F F NG F F
=0 > c-0 _ c-0
o DR
PR
NH,, NH,, N
NHCH, NHCH, HyC™ ~N
DAF-FM DA LU Bunééna DAF-FM DAF-FM T
(bez fluorescence) sténa (slaba fluorescence) (fluorescence)

Obr. 22: Reakce fluorescenéni sondy DAF-FM DA pro detekci NO
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Obr. 24: Reakce fluorescen¢ni sondy APF pro detekci ONOO"

3.2.2 Extrakce
Rostlinny materidl byl homogenizovan v tekutém dusiku a nasledné v pomeéru 1:2

(1 g rostlinného materialu:2 ml pufru) s extrakénim pufrem (50 mM Tris, 0,2% (v/v)
Triton X-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF). Extrakt byl poté pfi 16 000 g a 4°C
centrifugovan. Supernatant byl piecistén gelovou filtraci na kolonce NAP-5 (GE
Healthcare). Kolonka byla ekvilibrovana 10 mM Na'- fosfitovym pufrem, pH 6,8 (3x
2,5 ml pufru). Po ekvilibraci bylo na kolonku aplikovano 500 ul supernatantu a po jeho
vsaknuti byl nanesen 1 ml 50 mM K'-fosfitového pufru, pH 7,8, tj. elu¢ni puft.

Nasledovalo zachyceni 1 ml eluatu a kolonka byla promyta 25 ml deionizované vody.

3.2.3 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy
Pro stanoveni aktivity GSNOR byla pouzita spektrofotometricka metoda zaloZena na

principu Warburgova optického testu, které vyuziva S-nitrosoglutathionredutasovou

aktivitu enzymu.
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Obr. 25. Warburgiv opticky test. Pfeména koenzymu NAD" na NADH pti 340 nm (pfevzato
z http://www.wikiskripta.eu/index.php/Warburgliv_opticky test; stazeno 15. 3. 2016).

V tomto experimentu byla sledovana oxidace (ubytek) NADH pii 340 nm a 30°C po
dobu 20 minut. Méfeni bylo realizovdno Vv uspotfddani na 96 jamkovych destickach na
readeru Synergy. Reakéni smés obsahovala 225 ul reakéniho pufru (20 mM Tris-HCl,
pH 8), 15 ul extraktu a 30 ul 2 mM NADH. Pro samotny start reakce bylo ptidano
30 ul 4 mM GSNO. Pro kazdy vzorek byl pfipravovan blank, ktery misto substratu
GSNO obsahoval 30 pl deionizované H,0. Byl zaznamenan pokles absorbance
v 10 sintervalech po dobu 20 minut. Reakce probihala pii 30°C. Experiment byl
proveden ve tfech opakovanich. NADH a GSNO byly vzdy pfipravovany cerstve

a uchovany v chladu a tm¢, aby nedochazelo k jejich degradaci.

3.2.4 Stanoveni S-nitrosothiolii metodou Savillova
Metoda je zaloZena na reakci katalyzované Hg”*, kdy dochazi k uvolnéni NO*

z S-nitrosothiolli. Vznikajici dusitan je detekovan v kyselém prostfedi pomoci tvorby
diazoniové soli, kterd dale kopuluje s ¢inidlem NED za tvorby azobarviva. Vznikly
produkt je detekovan spektrofotometricky pii 540 nm (Moore a Mani, 2002).

Stanoveni S-nitrosothiold bylo realizovano v uspofadani na 96-jamkovych
mikrodestickach. Do kazdé jamky byly napipetovano 5 pl extraktu a 195 pl cCinidla
Griess A nebo Griess B. Po 5 minutové inkubaci bylo pfidano 100 pl ¢inidla NED.
Po dal$i 5 min inkubaci byla méfena absorbance pii 540 nm.

SloZeni roztokt

Cinidlo Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 M HCI

Cinidlo Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 M HCl a 1% HgCl,
Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vodg
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3.2.5 Stanoveni proteint Bradfordovou metodou
Me¢éieni obsahu proteinlt bylo provadéno na readeru Synergy na 96 jamkovych

mikrodestickach. Jako standart byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) (koncentrace
02-04-06-08-10- 12 mg/ml). Jednotlivé jamky pro reakci obsahovaly:
45 ul deionizované vody, 5 pul extraktu nebo standardu BSA o pfislusné koncentraci
a 200 pl pracovniho ¢inidla Bradfordova. Nasledovala 5 min inkubace pii laboratorni
teploté, po které byla proméfena absorbance pii 595 nm.

Slozeni zdsobniho roztoku cinidla Bradfordové: 0,5 mg/ml Coomasie Briliant Blue
G250; 0,25 M metanol; 0,5 M 85 % kyselina fosforecnd. Natfedénim 1:4 deionizovanou
vodou byl ziskan pracovni roztok (Bradford, 1976).

3.2.6 Exprese GSNOR
Pro sledovani exprese GSNOR byla pouzita metoda kvantitativni real-time PCR

— gRT-PCR (polymerase chain reaction). Tato metoda umoznuje spolehlivou, citlivou
a hlavné rychlou detekci a kvantifikaci specifického tiseku RNA. gRT-PCR je variantou
PCR, jiz pfedchazi reverzni transkripce izolované RNA a ziskand cDNA slouzi jako
templat pro DNA polymerasu se dvéma genové specifickymi primery v real-time PCR
reakeci, kterd je zalozena na sledovani pribéhu PCR reakce pfimo béhem reakce pomoci

fluorescencnich sond.

3.2.6.1 Homogenizace rostlinného materialu
Ve sterilni tfeci misce s tlou¢kem byl homogenizovan rostlinny materidl na prasek za

pomoci kapalného dusiku. Do sterilni podchlazené mikrozkumavky bylo ptesné
odvazeno 0,1 g zmrzlého rostlinného prasku. Takto pfipravené vzorky byly pro dalsi

zpracovani uchovany pii -80°C nebo byly ihned pouzity k izolaci RNA.

3.2.6.2 Izolace RNA pomoci komerc¢niho kitu (NucleoSpin RNA Plant, Macherey-
Nagel)
Do sterilni mikrozkumavky se vzorkem bylo pfidano 350 pl RAL pufru a 3,5 pl

B-merkaptoethanolu k 1yzi bunék. Tato smés byla 1 min prudce vortexovana. Do sbérné
zkumavky byl umistén fialovy NucleoSpin filtr a na né& byl aplikovan lyzat
a centrifugovan 1 min, 14 000 g pfi laboratorni teploté. Filtrat bez poskozeni peletu byl
ptepipetovan do nové 2 ml mikrozkumavky, kam bylo ptidano 350 pl 70% ethanolu.
Mikrozkumavka se vzorkem byla opét prudce 1 min vortexovana. Vznikly lyzat byl
aplikovan na sv€tle modrou NucleoSpin kolonu ve sbérné zkumavce. Zkumavka

s kolonkou byla centrifugovana 30 s pii 10 000 g a laboratorni teploté. Po centrifugaci
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byla kolona umisténa do nové 2 ml sbérmé zkumavky. Na kolonu bylo aplikovano
350 ul MDB (membrané desalting buffer) a opét probéhla centrifugace 1 min, 14000 g
pfi laboratorni teploté¢ k vysuSeni membrany. Ve sterilni mikrozkumavce byla
piipravena reakéni smés DNAsY, kdy pro kazdou reakci bylo smichdno 10 ul DNAsy
a 90 pl DNAsa reakéniho pufru, nasledovalo opatrné promichani pteklapénim
zkumavky. Tato reakéni smés byla aplikovana v mnozstvi 95 pl na stfed silikatové
membrany kolonky a inkubovana 15 min pfi laboratorni teploté. Poté pomoci
200 ul RA2 byla membrana promyta a inaktivovana DNAsa, opét doslo k centrifugaci
30 s pfi 10 000 g. Kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky, na ni pfidano
0,6 ml RA3 a centrifugovéana 30 s pti 10 000 g. Nasledné byl odstranén filtrat, kolonka
byla umisténa zpét do sbérné zkumavky a bylo ptfidano 0,25 ml RA3 roztoku.
Centrifugace probéhla 2 min pii 14 000 g a kolonka byla pfenesena do nové sterilni
1,5 ml mikrozkumavky a na stfed silikatové membrany bylo pfidano 50 ul DEPC H,0
(RNAse free). Pomoci centrifugace 1 min pii 14 000 g byla vymyta vysoce ¢ista RNA

z kolonky. Takto ziskany vzorek byl zamraZen na -80 °C.

3.2.6.3 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty RNA
Mira Cistoty vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometricky pii 260 a 280 nm

ve 2 ul vzorku. Pomér hodnot Azso/Azso > 1,8 odpovida uspokojivé Cistoté vzorku.
Hodnota Azso byla pouzita k vypoctu koncentrace RNA. Koncentrace byla méfena na

mikrodestickovém readeru Synergy H1 pomoci desticky Take3.

3.2.6.4 Reverzni transkripce (prepis RNA do cDNA)
Veskeré komponenty pouzité pro piipravu reakce véetné vzorki je nutné po celou dobu

uchovavat na ledu. VSechny vzorky pro kvantitativni RT-PCR byly pfipraveny
se stejnym vychozim mnoZstvim RNA (tj. 1 pg). Do malé mikrozkumavky (tzv. stripl)
byl aplikovanl pg RNA, 1 pl 50 uM oligo(dT) primeru, objem byl doplnén sterilni
vodou na 11,4 pl. Tato smés byla stocena v pikofuze a inkubovana 10 min pii 65°C
Vv termocycleru. Po inkubaci byla mikrozkumavka pfenesena na led a pfidana druha
reakéni smés slozena ze 4 ul 5x reakéniho pufru, 0,5 ul RNAsového inhibitoru,
2 ul ANTP mixu, 1 pl DTT a 1,1 pl reverzni traskriptasy (celkovy objem 8,6 ul). Tato
smés byla stoCena na pikofuze a byla provedena inkubace pii 45°C 30 min. Poté

nasledovala 5 min inaktivace pti 85°C. Vznikla cDNA byla zamrazena na -20°C.
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3.2.6.5 Kvantifikace genové exprese GSNOR metodou real-time PCR
Pro samotnou qPCR reakci byl jako teplat pouzit 1 pl vytvoiené cDNA. Jako kontrolni

(negativni vzorek) byl pouzit 1 ul nepfepsané RNA. Dale jako kontrola slouzil 1 ul H,O
vV RT reakci misto vlastni CDNA. Pro reakci byly pouzity genové specifické primery
(Tab. 9) a SYBR Green proba (ABgene, ThermoScientific, UK) s pasivni referencni
barvickou ROX k normalizaci dat. Kazdé reakce byla provedena ve tfech technickych
replikatech. Pro ptipravu 20 pl reakéni smési byly pouzity komponenty v mnozstvich
uvedenych vtab. 7. Reak¢éni smés byla pipetovana do PCR zkumavek — stript

uloZenych v chladicim stojanku.

Tab. 7: Priprava reakéni smési

Slozka Objem v ul/l reakce
SYBR Green Mix 2x 10
Forvard primer 3 uM 1,75
Reverse primer 3 pM 1,75
Deionizovana voda 55
cDNA 1

Mikrozkumavky — stripy byly dukladné¢ uzavieny vikem, kratce centrifugovany
v pikofuze a nasledné vloZeny do termocykleru. Termocykler C1000 byl piednastaven
na PCR program podle tab. 8.

Tab. 8: Nastaveni real-time PCR reakce v programu Biorad CPX Manager

Teplota Cas Pocet cykli
Aktivace enzymu 95 °C 15 min 1 cyklus
Denaturace 95 °C 15s 40 cyklu
Navazani primera 56 °C 30s 40 cykla
Elongace 72 °C 30s 40 cykla

V PCR reakci byl stanovovan studovany gen pro GSNOR a jako house-keeping gen

byl pouzit elongacni faktor 1a. Sekvence jejich primert jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9: Sekvence forward a reverse primeri pouZitych p¥i PCR reakci

Sledovany . .

gen forward primer reverse primer

GSNOR CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT
EF la GGTCATCATCATGAACCATCC CATACCAGCATCACCGTTCTT
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6. ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na studium ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy
a reaktivnich forem dusiku v procesu vyvoje kofene Solanum spp. s vyuzitim
modulatort ovliviwjicich hladinu NO za fyziologickych podminek a salinitniho stresu.

Z vysledku a diskuse prace vyplyvaji nasledujici zaveéry:

e Rychlejsi vyvoj rostlin (vétsi délka i hmotnost kofend a nadzemnich casti) byl
charakteristicky pro Slechtény genotyp Solanum lycopersicum cv. Amateur,
u kterého byla detekovana vyssi aktivita GSNOR, exprese GSNOR, hladina
S-nitrothiold a RNS v kofenové ¢asti v porovnani s divokym genotypem
S. habrochaites.

e ZvySena hladina RSNO v kofenovém systému v piipadé aplikace slouceniny N6022,
inhibujici enzym GSNOR, nebo pfi aplikaci GSNO, tj. donoru NO, do ristového
média vedla k pozitivnimu ovlivnéni rustu kofenii u obou genotypt Solanum spp..
Naopak ptitomnost lapace NO riist kofenil ovlivnila negativné.

e Potvrzena regulace hladiny RNS zménou aktivity GSNOR, nésledné miize
ovlivitovat hladinu ROS, které maji vyznamnou roli v mechanismu reakci vedoucich
k déleni a prodluzovani bunék, a to napf. piimou interakci ROS a RNS nebo
ovlivnénim aktivity kli¢ovych enzymi metabolismu ROS, napi. NADPH oxidasy
a APX cestou S-nitrosylace. Soucasné miize dojit k pozitivnimu ovlivnéni auxinové
signalni drahu S-nitrosylaci jednoho z klicovych proteint.

e Zmény detekované po aplikaci PTIO poukazuji na mozné vzijemné ovlivnéni
hladiny RNS a ROS, kdy primarni efekt sniZeni hladiny RNS, mlZe ovlivnit
produkci ROS vedouci knasledné aktivaci produkce RNS a intenzivni
S-nitrosylaci. Naslednou aktivaci enzymu GSNOR se organismus chrani pied
nitrosativnim stresem.

e Inhibice ristu kofene v prostiedi redukovaného glutathionu potvrzuje vyznamnou
ulohu ROS v procesu vyvoje rostliny. Genotypy Solanum spp., s rozdilnou citlivosti
na patogen O. neolycopersici, se vyznamné liSily svou reakci na pfitomnost externiho
redukovaného glutathionu na trovni aktivace GSNOR aktivity a intenzity procesu
S-nitrosylace.

e Byl potvrzen negativni vliv salinitniho stresu na rist kofen. Vyznamnéjsi efekt
vyssi koncentrace NaCl byl pozorovan u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Oba
genotypy Solanum spp. se lisily odpovédi na salinitni stres na urovni GSNOR
a S-nitrosylace.

e Vyznamna role GSNOR v regulaci reakce rostlin na salinitni stres byla potvrzena
potla¢enim inhibi¢niho efektu NaCl na rist kofene v pfitomnosti inhibitoru GSNOR.
V tomto ptipadé¢ lze predpokladat absenci oxidativniho stresu v disledku ovlivnéni
aktivity kli¢ovych enzymt metabolismu ROS, napi. NADPH oxidasy a APX cestou
S-nitrosylace.

Zavérem lze fici, ze byla potvrzena vyznamna uloha GSNOR ve vyvoji rostlin Solanum
spp. za fyziologickych podminek i1 v piipad€é plsobeni salinitniho stresu, regulujici

hladinu RNS a proces S-nitrosylace.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS
ABP1
ACC
ACO

ACS

ADH (1,3)
anti-GSNO
AP

APX1
APS

APF

Arg

ASA
AtGSNOR
AUX
BoGSNOR
BSA

CAT
CcOx
cGMP

Cr

CO3_ *
Cys
DAF-FM DA
DHAR
DMSO
DTT
eNOS
FAD
FALDH
Fe?"

FMN

Glu

GPx

GPX

GS

GSH
GSSH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSO;H
GSONH,
GSSG
H>0>

Hb

Hcy
hGSNOR

Akrylamid-N,N-bisakrylamid
Auxin-vazajici protein 1

1- aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
ACC oxidasa

ACC synthasa
Alkoholdehydrogenasa (tiidy 1,3)
Protilatka proti GSNO
Alkalicka fosfatasa
Askorbatperoxidasal

Persiran amonny
Aminofenylfluorescein
L-arginin

Kyselina askorbova

GSNOR z Arabidopsis thaliana
Auxin

GSNOR z Botritis synerea
Hovézi sérovy albumin
Katalasa

Cytochrom c oxidasa

Cyklicky guanosinmonofosfat
Chloridovy anion

Uhli¢itanovy radikal

Cystein

Diaminofluorescein diacetat
Dehydroaskorbatreduktasa
Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Endotelova synthasa NO
Oxidovany flavinadenindinukleotid
Glutation-dependentni formaldehyddehydrogenasa
Zeleznaty kation
Flavinmononukleotid

Glutamat

Glutathionperoridasa
Guajakolperoxidasa
Glutaminsynthetasa

Glutathion

Oxidovany glutathion
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Kyselina sulfinova
Glutathion-sulfinamid
Glutathion-disulfid

Peroxid vodiku

Hemoglobin

Homocystein

Lidska GSNOR
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HMGSH
HNO,
HR

IAA
iINOS
JA
LsGSNOR
MACC
MAP kinasa
MAT1
MDAR
METsynthasa
Met

Na*
NAD*
NADH
NADPH
NaCl
NH,OH
NH;
NH,"
Ni-NOR
NiR
nitro-Tyr
nNNOS
NO

NO

NO*
NO,
NO,
NO,CI
NO3
NOg_ *
NOS
NPR1

S-(hydroxymethyl) glutathion
Kyselina dusita
Hypersenzitivni reakce
Indol-3-octova kyselina
Indubicilni synthasa NO
Kyselina jasmonova
GSNOR z Lactuca sativum
1- malonylaminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
Mitogen aktivovana proteinkinasa
Methioninadenosyltransferasal
Monodehydroaskorbatreduktasa
Methionsynthasa
Methionin
Sodny kation
Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Chlorid sodny
Hydroxylamin
Amoniak
Amonny kation
Nitrit:NO oxidoreduktasa
Nitritreduktasa
Nitrotyrosin
Neuronova synthasa NO
Nabity nitroxyl
Oxid dusnaty
Nitrosoniovy ion
Dusitanovy anion, nitrit
Oxid dusicity
Nitrylchlorid
Dusi¢nanovy anion, nitrat
Dusi¢nanovy radikal
NO-synthasa
NON-EXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED
GENE 1
Nitratreduktasa
Oxid dusity
Dimer oxidu dusicitého
Kyslik
Superoxidovy anion
Kyselina peroxynitritova
Peroxynitrit
Protein
Programovana bunéc¢nd smrt
Fosfolipidhydroperoxid-glutathionperoxidasa
Fenylmethylsulfonylfluorid
Peroxidasa
Peroxiredoxiny
Fotosystém II
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PTIO
RAC/ROPs
RBOHD
RHS

RNS

ROS

RS -
RSNO(s)
SA
SABP3
SAHasa
SAM

sGC
SIGSNOR
SNAP
SNP

SOD

TF

TiR1
TRXh5

2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl 3-oxid
Rho GTPasa

Respiratory burst oxidase homolog D
Redukovany thiol

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Thiylovy radikal

S-nitrosothiol(y)

Kyselina salicylova

SA- vazebny protein 3
Adenosylhomocysteinasa

S-adenosylmethionin

solubilni guanildtcyklasa

GSNOR ze Solanum lycoperosicum cv. Amateur
S-nitroso-N-acetylpenicillamin

Nitroprussid sodny

Superoxiddismutasa

Transkripcni faktor

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1
Thioredoxin h5
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