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CILE PRACE

Cilem teoretické prace je zpracovani literarni reSerSe zaméiené na:
1. Charakterizaci arginasy, jeji tlohu v metabolismu dusikatych latek se zaméfrenim
na rostlinné arginasy a metody studia aktivity arginasy
2. Soucasné poznatky o mechanismech a lokalizaci produkce oxidu dusnatého
Vv rostlinach

3. Soucasné poznatky o metabolismu a funkcich polyamint

Cile experimentalni prace jsou:
1. Pé&stovani rostlinného materialu — hrachu setého (Pisum sativum)
2. Zavedeni a optimalizace metody pro purifikaci a stanoveni aktivity arginasy
3. Studium zmény aktivity arginasy ve vzorcich hrachu vystavenych stresovym

podminkam



1UvoD

Oxid dusnaty (NO) a polyaminy jsou dulezitymi regulatory a signalni slouceniny fady
fyziologickych procesii jak v fisi zivocicht, tak v fii rostlin. Tyto latky maji spolecny
prekurzor — aminokyselinu L-arginin. Zatimco u zivo¢icht byl L-arginin jako prekurzor
oxidu dusnatého prokazan, u rostlin se stale vedou debaty.

Jednim z moznych spojniku signalnich drah NO a polyamintl je enzym arginasa, ktery
katalyzuje rozklad argininu na ornithin a moc¢ovinu. Ornithin je prekurzorem pro syntézu
polyamind. Arginasa tudiz muZe mit potencialni roli v regulaci dostupnosti argininu pro
biosyntézu polyaminti a NO.

U polyamintl je znamo, ze jsou regulatory riistu a stimuluji rtist nadorovych bunék.
Mnohé védecké studie jsou zaméfeny na nalezeni potencidlnich a velice U¢innych
inhibitort arginasy v humanni medicin€. V minulosti byla u rostlinnych arginas zaméiena
pozornost na ulohu ve vyvoji rostlin — mobilizace dusikovych zasob po degradaci
proteinll pfevazné pii kliceni semen. V soucasné dobé€ je zamétena pozornost na rostlinné
arginasy, jelikoz se predpoklada, Ze by mohly mit tlohu v obrannych reakcich rostlin na

mnohé¢ stresové podnéty.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Arginasa
Enzym arginasa (ARG, EC 3.5.3.1) katalyzuje reakci hydrolytického rozkladu
proteinogenni aminokyseliny L-argininu na neproteinogenni aminokyselinu ornithin
a moc¢ovinu (Obr. 1). Jedna se o metaloenzym, jenz ke své aktivité potiebuje manganaté
ionty. ARG byla nalezena u bakterii, kvasinek, rostlin, bezobratlych a obratlovcti.

Srovnanim aminokyselinovych sekvenci 85 amidinohydrolas z riznych organismt byl
sestaven fylogeneticky strom pro superrodinu ARG (Obr. 2) a bylo zjisténo, ze je
rozdélena na 4 skupiny (Chen et al., 2004).:

a) ARG obratlovct, hub a bakterii (taktéz nerostlinné arginasy),

b) rostlinné ARG,

c) agmatinasy (EC 3.5.3.11) a agmatinase podobné enzymy

d) nékolik hypotetickych ARG podobnych proteini z eubakterii a archei

OH NH, OH

0
/g Arginasa
o NH SNH + HO0 —————  HN é + o NH,
NH,

NH, NH;

Obrazek 1: Reakce katalyzovana arginasou
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2.1.1 Rostlinné arginasy
Ackoliv byla aktivita ARG popsana u mnoha rostlinnych druht, pouze u n¢kolika byly
geny pro ARG klonovany. Napt. Arabidopsis thaliana a rajce (Lycopersicum esculentum)
maji ve svém genomu dva geny pro ARG: AtARGAH1 a AtARGAH2; LeARG1 a LeARG2.
U ryze se nachazi jediny gen: OSArg, ktery je konstitutivné exprimovan béhem vsech
vyvojovych fazi ryze (Chen et al., 2004; Flores et al., 2008; Ma et al., 2013). U so6ji byla
nalezena mala rodina kodujici ARG proteiny (Goldraij a Polacco, 1999). U psenice
(Tricitum turgidum L. var. durum) byly identifikovany 3 geny pro ARG: TaARG-2AS,
TaARG-2BS a TaARG-2DS, pticemz TaARG-2AS je pseudogen se stop kodonem uvnitf
sekvence. V praci She et al., 2017 byl vypracovan fylogeneticky strom rostlinnych
arginas (Obr. 3).
Rostlinné ARG jsou fylogeneticky blizs§i agmatinasam nez nerostlinnym ARG, piesto
maji vysokou specifitu pro L-arginin. Rovnéz zlstavaji zachovana rezidua interagujici
s Mn?* jonty (6 neménnych histidinovych a aspartatovych residui) a guanidinovou
skupinou L-argininu, naproti tomu aminokyselinové zbytky interagujici s a-amino
a a-karboxylovou skupinou L-argininu se 1isi. V porovnani s ARG z Bacillus caldovelox,
u né&jz rezidua Asp-126, His-139, Thr-240 a Glu-270 tvoii vodikové miustky
s guanidinovou skupinou substratu, je u rostlinnych ARG Thr-240 nahrazen serinem
(u rajcete konkrétn¢ Ser-279). Rezidua interagujici s a-amino skupinou (Glu-181
a Asp-178) a a-karboxylovou skupinou (Asn-128, Ser-135 a Asn-137) jsou zachovana
u nerostlinnych ARG ne vsak u rostlinnych ARG. Pokusy s inhibitorem nerostlinnych
ARG — Ny-hydroxy-argininem (NOHA), jakozto intermediatem reakce katalyzované NO
synthasou (NOS, EC 1.14.13.39) poukazaly na vyssi citlivost rostlinnych ARG na NOHA
a poskytly nepiimy dikaz o zachovani struktury aktivniho mista u rostlinnych
i nerostlinnych ARG (Perozich et al., 1998; Sekowska et al., 2000; Chen et al., 2004).
Pokusy s ¢inidly 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoatem a p-chlormerkuribenzoatem poukazaly
na pfitomnost cysteinu v aktivnim misté rostlinnych ARG, kdeZto u nerostlinnych ARG
je katalyticky aktivni aminokyselinou histidin (Daghigh et al., 1996, Hwang et al., 2001).
Rostlinné ARG ve svych sekvencich vykazuji vysokou sekvenéni identitu (70-87 %),
pfi¢emz nejvetsi diverzita ve sloZeni se nachazi v N-terminalni oblasti bohaté na bazické
a hydroxylované aminokyseliny, které vykazuji znamky signalniho peptidu lokalizujiciho
ARG do mitochondrii (Chen et al, 2004). Tato skute¢nost byla potvrzena

imunolokalizaci u A. thaliana v praci Flores et al., 2008. Co se ty¢e aminokyselinového
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slozeni, tak polarni aminokyseliny tvoii pies 38 % sloZzeni a nepoldrni aminokyseliny

(alanin, leucin a valin) zaujimaji 27 % z celkového slozeni (She et al., 2017).

2 =
% 223 &
? 83 o5 &
e ER- -
z
% § Sigiag
§

41((,-\ Si

ARG p,. :

Puip; S5
o &5 M1 VI

G_Hy 9 \ 2 ARG_AY
ARG Try 2 P 2 2 Aok
ARG At 44 5996 2/ 76— ARG P2
ARG _Ta¢ 20, VII 34 "R(i-l’rru

24 -

Obrazek 3: Fylogeneticky strom - kladogram rostlinnych ARG. Ttipismenné zkratky za ARG oznacuji
zkratku z latinského nazvu, ¢isla u uzl oznacuji miru shody pro hlavni vétve (pfepracovano podle She et

al., 2017).
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2.1.1.1 Struktura a vlastnosti rostlinnych arginas

Rostlinné ARG jsou strukturné velmi rozmanité proteiny a jejich struktura se neda
generalizovat. V této ¢asti je popsan vycet dosud izolovanych ARG a jejich strukturnich
a kinetickych vlastnosti.

Jednim z prvnich ¢lankt o charakterizaci ARG u rostlin (Wright, 1981) se zabyval
izolaci, purifikaci a charakterizaci ARG ze slune¢nice topinambur (Helianthus
tuberosus). Molekulova hmotnost enzymu je 140 kDa a hodnota pl 5,3. Michaelisova
konstanta purifikovaného enzymu pro L-Arg byla stanovena na 145 mmol 1.
Kompetitivni inhibitory enzymu jsou citrulin a ornithin.

V praci Boutin, 1982 byla izolovana ARG =z cibulek kosatce holandského (Iris
hollandica). Bylo popsano, ze molekulova hmotnost ARG v nativnim stavu je 191 kDa
a jedna podjednotka ma 36,5 kDa, z ¢ehoz lze vydedukovat hexamerni strukturu.
V nepfitomnosti manganatych iontl disociuje na oligomery (dimery, tetramery), které lze
zpétn€ aktivovat. Byl rovnéZ stanoven izoelektricky bod ARG, ktery ¢ini 5,6 a pH
optimum ARG reakce je 9,0.

Charakterizaci sojové ARG se zabyvali v roce 1990 Kang a Cho. U ARG ze sdji je
piedpokladana tetramerni struktura — nativni enzym ma Mr 240 kDa a monomer ma
60 kDa. Optimalni pH pro reakci je 9,5. Hodnota Km je 83 mmol-1. ARG je i teplotné
stabilni. Pfi 4°C je ARG stabilni nejméné mésic, inkubace 10 min pii 37°C neméla vliv
na aktivitu, inkubace 10 min pii 70°C vedla ke ztrat¢ 50% aktivity. K inaktivaci doslo,
kdyz byl enzym inkubovan 10 min pti 80°C.

Prace Hwang, 2001 byla zaméfena na charakterizaci ARG z kofenti zenSene (Panax
ginseng C.A. Meyer). Piedpokladana struktura zensenové ARG je dekamer — Mg
V nativnim stavu je 352 kDa a monomer ma Mg 34,5 kDa. Hodnota K ¢ini 82,7 mmol-17%.
Optimalni pH pro reakci je 9,5.

V praci Chen et al., 2004 byly pfipraveny rekombinantni ARG z rajcete — LeARG1
aLeARG2, které byly exprimovany v Escherichia coli a purifikovany afinitni
chromatografii. Dle sekvence cDNA byla predikovana molekulova hmotnost 37 048 Da
pro LeARG1 a 36 851 Da pro LeARG2, experimentaln¢ stanovena molekulova hmotnost

pro oba rekombinantni proteiny byla 37 kDa. Oba isoenzymy mély pH optimum 9,5.

2.1.1.2 Uloha arginasy p¥i vyvoji rostlin
Mnohé studie z pfelomu tisicileti byly zaméfeny na studium zmén aktivity ARG

V post-germinalnim vyvoji rostlin. Vzrastajici aktivita ARG po vykliceni byla popsana
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u dyné, bobu, s6ji, A. thaliana a borovice kadidlové (Splittstoesser, 1969; Kolloffel a Van
Dijke, 1975; Kang a Cho, 1990; Zonia et al., 1995; King a Gifford, 1997). U rajcat byla
pozorovana nejvyssi mira exprese v rozmnozovacich pletivech, z ¢ehoz autofi vyvodili
hypotézu, Ze u rajcat hraje ARG roli v tvorbé polyaminti podilejici se na vyvoji plodi
(Chen et al., 2004). Produkty ARG reakce jsou nasledné dale vyuzity — ornithin v dalsich
metabolickych drahach a mocovina je hydrolyzovana za katalyzy ureasy (EC 3.5.1.5).
Koordinovana ¢innost ARG a ureasy u rostlin je povazovana za mechanismus recyklace
mocovinového dusiku v rychle rostoucich pletivech (Zonia et al., 1995).

U borovice kadidlové (Pinus taeda) bylo zjisténo, ze ve zralych i nezralych embryi je
nizka troven transkripti ARG a po vykli¢eni semen se exprese zvySuje (Todd et al.,
2001). U rajcat jsou geny pro ARG nejvice exprimovany ve zralych neotevienych
kvétech, slabé exprimovana v otevienych kvétech a zralych plodech a ve zdravych listech
a stoncich neni exprimovana vibec. Gen LeARG1 je exprimovan v kofeni, kdezto exprese
LeARG2 je indukovana poranénim, methylesterem kyseliny jasmonové nebo fytotoxinem
koronatinem (Chen et al., 2004). U ryze dochazi k nejvyssi expresi OSARG u vyvijejicich
se paniklt (Ma et al., 2013). U pSenice je nejvyssi exprese ARG u nadzemnich ¢asti pii

vyvoji kvétenstvi a pfi pInéni zrn (She et al., 2017).

2.1.1.3 Uloha arginasy p¥i stresovych odpovédich rostlin

L-Arginin ma vSestranné metabolické vyuziti. Krom zabudovani do proteinu slouzi i jako
prekurzor pro biosyntézu oxidu dusnatého (NO) a polyamini (PA) — o téchto
biosyntézach budou pojednévat nasledujici kapitoly. Dalsi slou¢eninou, pro niz je L-Arg
prekurzor, je prolin, ktery se akumuluje pii1 plisobeni mnoha stresovych faktort, bud’to
jako kompatibilni osmolyt nebo jako prekurzor k syntéze proteinti bohatych na (hydroxy)
prolin (Jenkinson et al., 1996).

Studie v poslednich letech se zabyvaly moznym zapojenim ARG do obrannych
mechanismi vici abiotickému stresu na modelovych rostlinach rajéete a A. thaliana.
V praci Shi et al., 2013 byl u A. thaliana sledovan vliv zmén exprese ARG, pticemz
u transgennich linii nadexprimujici geny pro ARG bylo pozorovano snizeni tolerance
vici stresovym faktortiim, které bylo spojeno se snizenou akumulaci NO, polyamint
azvySenou akumulaci reaktivnich forem kysliku. Naopak u transgennich linii
s knock-outem genu pro ARG byla pozorovana zvysena tolerance vuci stresovym
faktorim spojena s vys$§imi koncentracemi NO a polyamind. V této préaci byl rovnéz

vytvofen hypoteticky model (Obr. 4), jak mize byt ArARGAH zapojena do odpovédi
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rostlin na abioticky stres U rajcat byl studovan vliv latek zvySujici expresi ARG
(methyl-jasmonat, arginin) a inhibitoru ARG (Nw-hydroxy-nor-L-arginin). U plodu
rajcat oSetfenych efektorem ARG bylo pozorovano zlepsSeni tolerance stresovych faktorti

— zejména vyssSi aktivitou ARG, vyssi expresi genit pro ARG, zvysenou akumulaci

prolinu a polyaminti (Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2016).

dekarboxylasa enzym podobny NO synthase
Agmatiniminohydrolasa

r

Citrulin

N-karbamovylputrescinamidohydrolasa

y
Polyam_iny - . -+ NO
(pufrescin, spermidin, spermin)

Ornithin

Alktivita antioxida¢ni enzymt, homeostaza ROS
a dal8i adaptivni mechanismy

Zvy&ena tolerance abiotického stresu

Obrazek 4: Model piedstavujici zapojeni arginasy u A. thaliana do odpovédi na abioticky stres. Arginin
slouZi jako substrat pro arginasu, arginindekarboxylasu a enzym podobny NO synthase. Manipulaci exprese
AtARGAH dochazi k modulaci hladiny argininu pro enzymy arginindekarboxylasu a enzym podobny NO
synthase, které reguluji hladiny polyamini a NO. ZvySena hladina NO a polyamint nasledné moduluje
akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) skrze aktivitu antioxida¢nich enzymi a dalSich adaptivnich

mechanism, které vedou ke zvySeni tolerance abiotickych stresovych faktorl (pfepracovano podle Shi et
al., 2013).
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Velice dilezitou ulohu zaujima ARG ve stresovych odpovédich na bioticky stres.
Pozer rostliny herbivornim hmyzem silné¢ indukuje expresi arginasy V rostlinnych
pletivech, ktera prochazi travicim traktem hmyzu a je odolna viéi proteolyze a ve
stfevech rozklada L-arginin, ktery je pro hmyz esencialni aminokyselinou (Chen et al.,
2005; Chen et al. 2007). V praci Chen et al., 2005 byly pfipraveny transgenni rostliny
rajcat, které nadexprimovaly ARG a vykazovaly vyssi rezistenci vuci larvam motylt
lisaje tabakového (Manduca sexta). V praci Brauc et al., 2012 byl studovan vliv
manipulace exprese genu AtARGAH2 na aktivitu ARG pii infekci plisni Sedou (Botrytis
cinerea). Ve wild-type (WT) rostlinach dochazelo k vyssi expresi AtARGAH2
S maximem relativni exprese pii 12 hodinach po infikovani. Tato skute¢nost muiize
indikovat moznou roli AtARGAH2 pii ranych stresovych odpovédich u A. thaliana.
Transgenni linie s nadexpresi AtARGAH2 vykazovaly snizenou citlivost na B. cinerea.
Transgenni linie s uml¢enym genem pro AtARGAH2 vykazovaly stejnou nachylnost

k infekci B. cinerea jako WT rostliny.

2.1.1.4 Studium vlivu arginasy na vynosy plodin

V soucasnosti byly provedeny tfi studie zabyvajici se moznou ulohou genti kodujicich
ARG pro Slechténi rostlin. Vysledky téchto studii davaji perspektivu a mozny potencial
ve Slechténi rostlin s vys$§imi vynosy, pficemz u transgennich rostlin dochazi k nadexpresi
genu kodujici ARG.

V praci Ma et al., 2013 byl izolovan mutant ryze nglf-1 se snizenou vyskou rostliny,
mensimi panikly a snizenou velikosti zrn. Mapovym klonovanim bylo zjiSténo, ze
fenotyp rostliny je zptsoben ztratou funkce genu OSARG, kédujici ARG. Nadexpresi
tohoto genu dochazelo k produkci vétStho mnozstvi zrn pii podminkdch s omezenym
mnozstvim dusiku.

Prace Meng et al., 2015 vyuzila poznatky této studie. V této praci byly pfipraveny
transgenni linie rostlin baviny (Gossypium hirsutum L.) s nadexpresi OSARG, u kterych
byla délka vlaken v priméru o 2 mm delsi.

Prace Di et al., 2016 se zabyvala ARG z kukufice (Zea mays). V této studii byly
pfipraveny transgenni rostliny kukufice nadexprimujici ZmARG, u kterych byla

zaznamenana vétsi hmotnost klast a semen.

2.1.1.5 Metody studia aktivity arginasy u rostlin
Byla vyvinuta fada metod pro studium aktivity arginasy, jedna se o metody gazometrickeé,

radiometrické a zejména spektrofotometrické. Metody jsou obecné zalozeny na detekci
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produkti reakce katalyzované ARG, ornithinu a mocoviny. Tato podkapitola pfinasi

souhrn metod, které byly vyuzity pro studium aktivity v rostlinnych vzorcich.

Prvni metodou je spektrofotometrické stanoveni mocoviny, pii kterém mocovina

reaguje Vv kyselém prostiedi s a-isonitrosopropiofenonem za vzniku rizového produktu,

ktery ma maximum absorbance pii 540 nm (Archibald, 1945). Tato metoda byla

mnohokrat modifikovana piedevs§im pfipravou extraktu (aktivaci, dobou reakce):

Kolloffel a Dijke (1975) u bobu obecného (Vicia faba) aktivovali extrakt
inkubaci s roztokem MnCl, (findlni koncentrace 2 mmol-1?) 5 min pfi
laboratorni teploté. Reakéni smés obsahovala 225 mmol-1? L-arginin
a 2 mmol-1" MnCl,. Reakce probihala po dobu 30 minut a poté byla zastavena
piidavkem 8% (v/v) HClO4. Vysrazené proteiny byly odstranény centrifugaci.
Stanoveni mocoviny probé&hlo podle Schimke, 1970, kdy stanoveni mocoviny
probihalo s 3% (w/v) a-isonitrosopropiofenonem v absolutnim ethanolu po
dobu 30 min za varu. Po ochlazeni byla zméfena absorbance pii 540 nm.
Labudda et al., 2016 vyuzil modifikovanou Schimkeho metodu (Dzik et al.,
2004). Extrakt byl aktivovan inkubaci s 5 mmol-1* roztokem MnCl, 10 min pfi
56°C. Nasledné probéhla ARG reakce inkubaci s 250 mmol-1" L-argininem
(pH 9,6) pi1 37°C po dobu 1 h. Reakce byla nésledné¢ zastavena pridanim smési
H2S04:H3PO4:H20 v poméru 1:3:7 (v/v). Poté byl pfidan 9% (w/v)
a-isonitrosopropiofenon a smes byla zahtivana 45 min pi1 95°C. Vzorky byly
poté inkubovany 10 min ve tm¢ a byla zméfena absorbance pii 550 nm.
Zhang et al., 2016 extrahovali rostlinny material v poméru 1:5 a homogenat
byl centrifugovan 15 minut pti 12 000 g. Nésledné byl supernatant aktivovan
inkubaci s 1 mmol-1"? roztokem MnCl; 15 min pti 37°C. Reakéni smés
obsahovala 120 mmol-1? glycin-NaOH pufr (pH 9,6), 100 mmol-1? L-arginin
a 2 mmol- 1! MnCI2. Reakce probihala 20 min pti 37°C a nésledné byla
zastavena 15% (v/v) kyselinou chloristou. Mocovina byla stanovena reakci
s3% (w/v) a-isonitrosopropiofenonem v 95% (v/v) ethanolu v kyselém
prostiedi, které zajistovala 27% (v/v) H2SO4 a 9% (v/v) H3POs. Smés byla
inkubovana 1 h ve vaftici l4zni ve tm¢. Poté byla reak¢ni smé&s ochlazena a byla

stanovena absorbance pii 540 nm.

Dalsi metoda se opira o reakci mocCoviny s diacetylmonoximem s thiosemikarbazidem

Vv kyselém prostiedi za vzniku Cervené¢ zbarveného komplexu s maximem absorbance pii

530 nm (Geyer a Dabich, 1971).
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Ve studii Meng et al., 2015 byla aktivita arginasy u rostlinnych vzorki méfena pomoci
komer¢niho kitu Quantichrom™ Arginase Assay Kit (Bioassay Systems, USA, Cat. No.
DARG-200), pti kterém je stanovovana mocovina jakozto produkt reakce se specifickym
chromogenem (smés kyseliny sirové a borité) s absorpénim maximem pii 430 nm.

V praci Gravot et al., 2012 byla aktivita ARG méfena pomoci stanovovani koncentrace
ornithinu. Po extrakci proteind, centrifugaci a nasledném odebrani supernatantu byl
extrakt aktivovan — inkubace 10 minut s 7,5 mmol-1" roztokem MnCI2 pfi 4°C. Nésledng
prob&hla ARG reakce pfidanim aktivovaného extraktu k 250 mmol-1" roztoku L-Arg.
Reakce probihala 20 min pii 37°C a byla zastavena zahtatim reakéni smési na 95°C.
Nasledné byl spektrofotometricky stanoven ornithin néasledujicim zptisobem: k zahtaté
reakéni smési byl ptidan 125 mmol-1? Tris-HCI pufr a 1% (w/v) ornithin v 60% (v/v)
kyselin€ octové. Reak¢ni smés pro stanoveni ornithinu byla zahtivana pti 95°C po dobu

20 minut a poté byla stanovena absorbance pii 515 nm.

2.2 Oxid dusnaty u rostlin

Oxid dusnaty (NO) je bezbarva plynna molekula, ktera ma ve své valencni vrstvé jeden
neparovy elektron, ktery zptsobuje jeho vysokou reaktivitu, diky niz NO reaguje
S biomakromolekulami, jako jsou proteiny, DNA a mastné kyseliny. Tyto interakce
mohou nasledné vést ke zméné struktury a funkce danych molekul, pieprogramovani
exprese gend nebo k aktivaci signalnich drah.

U rostlin je NO zapojen do mnoha fyziologickych a vyvojovych procest, jakymi jsou
napt. regulace rustu pylové lacky, regulace otevirani praducht, regulace doby kveteni,
gravitropismus, dozravani plodl, svétlem zprostiedkované zelenani, dormance semen,
maturace a senescence, kliceni semen, vyvoj kofent (primarni kofeny, kotfenové vlaseni,
postranni kofeny), tvorba symbiotickych nodulti (Alemayehu et al., 2015; Arc et al.,
2013, Corpas et al., 2015, He et al., 2004, Hu et al., 2005, Chaki et al., 2015, Puppo et
al., 2013, Shi et al., 2015a, Shi et al., 2015b, Sirova et al., 2011, Wang et al., 2015). NO
je rovnéz zapojen do obrannych mechanismii vii¢i patogentim (Trapet et al., 2015). Uloha
NO v odpovédi rostlin na mnohé abiotické stresové faktory je shrnuta v pfehledném

¢lanku Fancy et al., 2017.

2.2.1 Mechanismy a lokalizace produkce NO
V soucasnosti je predmétem zdjmu mnoha rostlinnych biochemikli porozumét

produkci NO u rostlin. NO muze byt produkovan enzymoveé i neenzymove, rovnéz
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redukéné 1 oxidaén€. Tato kapitola pfinasi stru¢ny piehled doposud znadmych cest

produkce NO u rostlin (stru¢né zobrazeno na Obr. 5).

2.2.1.1 Neenzymova produkce oxidu dusnatého

Neenzymoveé mtize NO vzniknout vlivem nizkého pH v apoplastu, pfi kterém dochdzi
k dismutaci dusitanu na dusi¢nan a NO (Stohr a Ullrich, 2002). Dale mtze byt dusitan
také redukovan za chemické katalyzy kyselinou askorbovou nebo svétlem

zprostiedkovanou katalyzu karotenoidy v membranach chloroplasti (Cooney et al., 1994,

Yamasaki, 2000).

Hydroxylamin,
" salicylhydroxamat

H:0:
Askorbat

Kyselé pH

NO;-

Karotenoidy, svétlo

NR

Polyaminy

Obrazek 5: Mozné drahy biosyntézy NO u rostlinn. NO muze byt produkovan enzymaticky —
nitratreduktasou nebo enzymem podobny NO synthase, tato skutecnost je vSak pfedmétem diskuzi.
Neenzymové mtize byt NO produkovan redukei dusitanu - budto chemicka katalyza karotenoidy za svétla,
pfi kyselém pH nebo v reakci s askorbatem (piepracovano podle Hasanuzzaman et al., 2018). Vysvétlivky:
ETC — elektrontransportni fetézec, NOS-like — enzym podobny NO synthase, NR — nitratreduktasa, XOR
— xanthinoxidoreduktasa.
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2.2.1.2 Oxida¢ni mechanismy enzymové syntézy oxidu dusnatého
Reakce vzniku NO u zivoc€ichil je katalyzovand enzymem NO synthasou (NOS, EC
1.14.13.39), pti niz dochazi k oxidaci L-argininu na L-citrulin a NO. Kofaktory NOS jsou
NADPH (donor elektront), kyslik (kosubstrat), tetrahydrobiopterin, FAD, FMN,
vapenaté ionty a kalmodulin (Forstermann a Sessa, 2012).

U rostlin je pritomnost NOS piredmétem diskusi. U rostlin byla detekovana aktivita
podobnd NOS. Dikazy o pfitomnosti aktivity podobné NOS poskytuje napf. snizena
syntéza NO v pfitomnosti inhibitor zivo¢isné NOS nebo detekce proteint s vyuzitim
protilatek proti zivocisSnym NOS (Barroso et al., 2004, Corpas et al., 2006). In silico
studie transkriptomu vice nez tisice fotosyntetickych organismt vyvratily pritomnost
homolognich geni NOS s vyjimkou fas Ostreococcus tauri, Bathycoccus prasinos
a Ostreococcus lucimarinus, u kterych byla charakterizovana ptitomnost NOS
(Foresi et al., 2010, Kumar et al., 2015, Jeandroz et al., 2016).

U A. thaliana byl objeven protein AtNOS1 lokalizovany v chloroplastech
a mitochondriich, ktery byl povazovan za konstitutivni formu rostlinné NOS. U AtNOS1
byla predpoklddana uloha v ochrané¢ bunék pied oxidacnim poskozenim (Guo
a Crawford, 2005, Flores-Peréz et al., 2008). NOS aktivita vSak nikdy u néj prokazana
nebyla a protein byl pfejmenovan na AtNOA1 (Nitric oxide associated, Crawford et al.,
2006).

Dalsi enzym, ktery umoziuje katalyzu biosyntézy NO u rostlin i zivocichl je
xanthinoxidoreduktasa (XOR), ktery existuje ve dvou vzajemné pieménitelnych
isoformach. Prvni formou je xanthinoxidasa (XOD, EC 1.1.3.22) a druhou formou je
xanthindehydrogenasa (XDH, EC 1.17.1.4). XOR je homodimerni protein, u néjZ kazda
podjednotka obsahuje 4 redoxni centra skladajici se zFAD, dva Fe-S klastry
a molybdenovy kofaktor. Substratem XOR je xanthin a NADH (Gupta et al., 2011). XOR
muze v mitochondriich katalyzovat bud’to tvorbu superoxidového radikalu nebo NO
v zavislosti na pH a mnozstvi kysliku (Corpas et al., 2001).

Biosyntéza NO u rostlin oxida¢ni cestou muze byt spojena i s polyaminy (spermin
a spermidin) a hydroxylaminem. Pfi exogenni aplikaci sperminu a spermidinu doSlo
Kk vys8i akumulaci NO. V piipadé hydroxylaminu byla pozorovana tvorba NO ve spojeni
Se zvysSenou Koncentraci peroxidu vodiku. Mechanismy produkce NO spojené se
zapojenim polyamind a hydroxylamint jsou stale pfedmétem diskuzi (Tun et al., 2006;

Riimer et al., 2009).
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2.2.1.3 Reduk¢éni mechanismy enzymové syntézy oxidu dusnatého
Jednim z nejvice probadanych enzymu podilejici se na produkci NO u rostlin je
nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1). NR je cytosolarni homodimerni protein katalyzujici
redukci dusi¢nanu na dusitan, pfi¢emz elektrony ¢erpa z NAD(P)H (Weiner a Kaiser,
2001).

Krom redukce dusiénanu na dusitan, muze NR rovné€z redukovat dusitan na NO — tzv.
nitritreduktasova aktivita NR (Ni-NR), ktera pfedstavuje za normalnich podminek
piiblizné 1% celkové aktivity NR. OvSem za podminek kyselého pH, zvySené
koncentrace dusitanti nebo anoxie mize byt Ni-NR aktivita zvysena (Rockel et al., 2002,
Meyer et al., 2005). Navzdory specifickym podminkdm byla prokdzana dualezitost
produkce NO pomoci NR. U mutantnich linii A. thaliana s narusenou funkci NR
(mutantni linie nial, nia2 nebo nial/nia2) byla prokazana kriticka role NR dependentni
produkce NO v uzavirani pruducht, odpovédi na hormony, reakci na abioticky stres nebo
pii vyvoji kvéta a kotfend (Desikan et al., 2002, Kolbert a Erdei, 2008, Seligman et al.,
2008, Zhao et al., 2009, Hao et al., 2010, Kolbert et al., 2010, Méndez-Bravo et al., 2010,
Lombardo a Lamattina 2012, Xie et al., 2013).

Kromé cytosolarni NR muze byt do produkce NO zapojena i membranové vazana
nitritreduktasa (Ni:NOR, EC 1.7.2.1), u niz je pfedpokladana pfitomnost v kofenech, kde
vyuzivda NAD(P)H jakoZzto donor elektronti. Aktivita Ni:NOR je zavisla na nizkém tlaku
kysliku a aktivit¢ membranové vazané NR (Stohr a Ullrich, 2002; Stohr a Stremlau,
2006).

2.3 Rostlinné polyaminy
2.3.1 Zakladni charakteristika polyamini
Polyaminy (PA) jsou nizkomolekularni alifatické polykationtové slouceniny obsahujici
dvé a vice aminoskupin. PA se nachdzeji u prokaryotnich 1 eukaryotnich bunék.
Nejznaméjsimi zastupci rostlinnych PA (Obr. 6) jsou:

e putrescin (PUT, butan-1,4-diamin),

e spermidin (SPD, N-(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin)),

e spermin (SPM, N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin),

e thermospermin (tSPM, N'-[3-(3-aminopropylamino)propyl)butan-1,4-diamin).

PA se mohou vyskytovat ve volné (VPA), kovaletn¢ konjugované (KKPA) nebo
nekovaletné konjugované (NKKPA) forme. KKPA se déli dle rozpustnosti v kyseliné
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chloristé na rozpustné a nerozpustné (Chen et al., 2019). VPA se nejcastéji konjuguji
s fenolickymi slou¢eninami jako jsou kyselina hydroxyskoticova, ferulova, kavova nebo
kumarova (Obr. 7). KKPA jsou nejvice zastoupenou formou PA u rostlin (Bassard et al.,

2010; Martin-Tanguy, 1997).

N Putrescin
H,N

NH 1di
NN TSN TS T Spermidin

S S S SN AN Spermin
2

NH -
HZN/\/\NH/\/\NH/\/\/ 2 Thermospermin

Obrazek 6: Zakladni polyaminy u rostlin (pfepracovano podle Chen et al., 2019).
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Obrazek 7: Priklady konjugovanych PA (ptfevzato z Bagni a Tassoni, 2001).

2.3.2 Funkce polyamint
Za fyziologického pH jsou PA plné protonovany a mohou elektrostaticky interagovat se
zaporn€ nabitymi makromolekulami jako jsou proteiny, membranové fosfolipidy, ATP
a nukleové kyseliny. PA jsou rovnéz zapojeny do fady biochemickych procesu jako jsou
regulace proteint, regulace chemiosmodzy, fotoochrana v chloroplastech, syntéza ATP,
fluidita membran a otevirani iontovych kanalkt (Ioannidis et al., 2006, Paschalidis et al.,
2010, Moschou et al., 2012, Pottosin et al., 2014, loannidis et al., 2016, Dorighetto Cogo
et al., 2018, Sayas et al., 2019).

PA se v rostlinadch rovnéz zapojuji do mnoha vyvojovych procest v rostling, jako jsou
kuptikladu vyvoj a senescence listdl, vyvoj a dozravani ploda a kveteni (Sobieszczuk-

Nowicka et al., 2015, Tsaniklidis et al., 2016, Ahmed et al., 2017, Sobieszczuk-Nowicka,
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2017). PA jsou nedilnou soucasti odpovédi rostlin na mnohé¢ abiotické a biotické stresové
faktory (ptehledné shrnuto v review Chen et al., 2019).

2.3.3 Metabolismus polyamini

2.3.3.1 Biosyntéza polyamini

Biosyntéza polyamint (Obr. 8) zac¢ina tvorbou diaminu PUT. U zivoc€ichu je putrescin
syntetizovan dekarboxylaci ornithinu za katalyzy ornithindekarboxlasy (ODC,
EC4.1.1.17). U rostlin se vyvinula i alternativni cesta, jelikoz u A. thaliana nebyla
detekovana zadna ODC aktivita (Hanfrey et al., 2001). Tato alternativni draha vychazi
z dekarboxylace argininu katalyzovana enzymem arginindekarboxylasou (ADC, EC
4.1.1.19) za vzniku agmatinu. Agmatin je nasledné pfeménén za Kkatalyzy
agmatiniminohydrolasy (AIH, EC 3.5.3.12) za vzniku N-karbamoyl-PUT, ze kterého
vznika diamin PUT reakci katalyzovanou N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (CPA,
EC 3.5.1.53). Biosyntéza dalSich PA spocivd v pfidani aminopropylové skupiny
z S-adenosylmethioninu. SPD  vznikd zputrescinu za katalyzy enzymem
spermidinsynthasou (SPDS, EC 2.5.1.16). Ze SPD mohou vzniknout dva izomery — SPM
za katalyzy sperminsynthasy (SPMS, EC 2.5.1.22) a tSPM vreakci katalyzované
enzymem thermosperminsynthasou (TSPMS, EC 2.5.1.79) (pfehledné shrnuto v Alcazar
et al., 2010).

COOH H
Arginin p /l\/\,/N\/NHz
ARG NH
ADC
H
Ornithin Agmatin -,y AN A2
COOH ¢ AlH
HEN)\/\/NH?_
N- karbamoylputrescm
ODC\
S-adenosylmethionin Putrescin
‘AdoMetDC o\
SPDS
dekarboxylovany AdoMet e
B o Spermidin
HzHWS = — HoN
adenosin W NNV,
+ SPMS TSPMS/ACLS
s MTA Spermin Thermospermin
AN, ;

H:C adenosin

I'Izl'ﬁl\/’\/H\/\,/\[,/\/\NH2 HENWHWHW\NHE

25



Obrazek 8: Metabolismus polyamini (pfepracovano podle Takano et al., 2012). Vysvétlivky:
TSPMS/ACL5 — Acaulis5 (oznaCeni rostlinného genu pro thermosperminsynthasu), ADC -
arginindekarboxylasa, AIH - agmatiniminohydrolasa, AdoMetDC - S-adenosylmethionindekarboxylasa,
CPA — N-karbamoylputrescinaminohydrolasa, MTA — methylthioadenosin, ODC - ornithindekarboxylasa,
SPDS - spermidinsynthasa, SPMS — sperminsynthasa, TPSMS — thermosperminsynthasa,

2.3.3.2 Katabolismus polyamini
Na katabolismu polyamini (Obr. 9) se podili aminooxidasy — konkrétné
Cu-diaminooxidasy (DAO, EC 1.4.3.2) s iontem mé&di v aktivnim misté a flavoproteinové
polyaminoxidasy (PAO, EC 1.5.3.17) (Cona et al., 2006).

Cu-DAO katalyzuje oxidaci Put za vzniku 4-aminobutanalu, peroxidu vodiku
a amoniaku. Rovnéz se mohou ucastnit pifemény dalSich PA, ale primarné jsou zaméieny
na Put (Moschou et al., 2012). DAO se ve vyssi mife nachazi u dvoud€loznych rostlin,
konkrétn¢€ u bobovitych rostlin jako je hrach, cizrna, cocka a soja (Cona et al., 2006).

Oproti DAO jsou PAO ve vys$$i mife zastoupeny u jednodéloznych rostlin a maji vyssi
afinitu pro Spm, Spd a jejich derivaty (Alcazar et al., 2010). Rostlinné PAO jsou
rozdéleny na dvé tfidy podle jejich mozné funkce v katabolismu PA. Do prvni tfidy se
fadi PAO, které terminalné oxiduji vyssi PA za vzniku 1,3-diaminopropanu, peroxidu
vodiku a ptislusného aminoaldehydu. Druha tfida PAO je zodpovédna za zpétnou

konverzi jednotlivych PA, kdy je SPM pfeménén zpét na SPD a SPD zpét na PUT.
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Obrazek 9: Schematické zndzornéni katabolismu polyaminti. NUzky naznacuji mista Stépeni (pfepracovano
podle Ghuge et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii

Aceton (Sigma-Aldrich, Némecko)

Akrylamid/bisakrylamid (AA/BIS, Sigma Aldrich Némecko)
N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, Némecko)
Bromfenolova modf (Sigma Aldrich, Némecko)

Commassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich, Némecko)
Diethylether (Honeywell, Rumunsko)

Dithiothreitol (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

D-mannitol (Penta, Ceska republika)

Dusitan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glutamatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glutathion (Roth, Némecko)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hovézi sérovy albumin, heat shock frakce (Sigma-Aldrich, Némecko)
Chlorid manganaty (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 2-oxoglutarova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 5-5"-dithiobis-nitrobenzoova (DTNB, Serva, Némecko)
Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorista (Lachema, Ceské republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina L-askorbova (Duchefa Biochie, Nizozemsko)

Kyselina morpholinoethansulfonové, hydrat (Roth, Némecko)
Kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika)

L-Arginin (Acros Organics, USA)

L-norvalin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

n-butanol (Sigma Aldrich, Némecko)
Nikotinamidadenindinukleotid (NADH, Sigma-Aldrich, Némecko)
Perlit (Perlit s.r.0., Ceska republika)
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e Peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, Sigma Aldrich, Némecko)
e Triton X-100 (Acros Organics, USA)

e Ureasa (Sigma-Aldrich, Némecko)

e a-isonitrosopropiofenon (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2 Seznam pristroja a pomucek
e Analytické vdhy Denver Summit (Denver Instrument, USA)
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e (entrifuga chlazen4 Rotanta 460R (Hettich zentrifugen, Nemécko)
e Dokumentac¢ni zatizeni Gel-Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
e Elektromagneticka michacka (IKA, Némecko)
e Elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad, USA)
e Mikrodestickovy spektrofotometr PowerWaveXS (Biotek Instruments, USA)
e Mikrodesti¢ky Testplate 96F (TPP, Svycarsko)
e Mikroskop Olympus BX 50 (Olympus, Japonsko)
e pH metr (XS Instruments, Italic)
e Zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA)

3.3 Biologicky material

e Hrach sety (Pisum sativum cv. Abarth)

3.3.1 Zpracovani materialu pro izolaci mitochondrialni frakce
Semena hrachu byla nejdfive nabobtnana ponechanim v kohoutkové vodé po dobu 24 h.
Poté byla voda slita a semena byla dana kli¢it mezi dvé vrstvy navlhéeného filtra¢niho

papiru ve tmé¢.

3.3.2 Zpracovani materidlu pro mikroskopické ucely

Semena hrachu byla dana nabobtnat po dobu 24 h do kohoutkové vody. Néasledné byla
umisténa mezi dvé vrstvy vlhéeného filtra¢niho papiru na tacek ve tmé. Po dvou dnech
kliceni byla nakli¢end seminka vysazena do perlitu a zalita Hoaglandovym roztokem

pripraveného dle Tab. 1., kde byla ponechana rast dalsi 3 dny.
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Tab. 1: Seznam chemikalii k pfipravé Hoaglandova roztoku.* Pipetované objemy znaci objemy potiebné
k ptipravé 1 1 roztoku, ** Chemikalie byly pfipraveny do spole¢ného zasobniho roztoku.

Chemikalie Koncentrace Pipetovany Vysledna
zasobniho objem* (ml) koncentrace
roztoku (umol-17)
(mmol-I'")

KNO3 1000 1,5 1500

Ca(NOs)2-4 H20 1000 1 1000

NHsH2PO4 1000 0,5 500

MgSO,-7 H20 1000 0,25 250

KCI** 50 50

MnSQ4-H,O** 2 2

ZnSQO4 7 H,O** 2 1 2

CuSO4-5 H,O** 0,5 0,5

(NH4)5M07024'4H20** 0,5 0,5

HsBOs 25 0,5 12,5

FeEDTA 20 1 20

3.4 1zolace mitochondrialni frakce

Izolace mitochondrialni frakce byla provedena dle Kolloffel a Dijke (1975) s drobnymi
modifikacemi. Po dvou dnech kli¢eni byla semena hrachu zbavena slupky a zarodku
klicku primarniho kofene a rozdélena na dva kotyledony. Nasledné byly kotyledony
homogenizovany v chlazené tieci misce s motskym piskem a extrakénim pufrem
v poméru 1:2. Extrakéni pufr obsahoval 50 mmol-1* MES (pH 7,4) a 400 mmol-I*
mannitol. Tésné pted extrakci byl do extrakéniho pufru pfidan hovézi sérovy albumin
(BSA) ve vysledné koncentraci 0,25 % (w/v). Homogenat byl ptecezen pies nylonovou
tkaninu a centrifugovan 5 min pii 2 500 g. Supernatant byl odebran a nasledné
centrifugovan 25 min pti 17 740 g. Po centrifugaci byl supernatant odlit a pelet byl
rozsuspendovan v extrakéni pufru a centrifugovan 25 min pii 17 740 g. Supernatant byl

slit a pelet obsahujici mitochondrialni frakci byl rozsuspendovan v extrakénim pufru.

3.5 Stanoveni koncentrace proteini
Pro stanoveni koncentrace proteinli v extraktech byla vybrana metoda dle Bradforda,
ktera vyuziva vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na proteiny v kyselém
prostiedi za vzniku modrého zbarveni, které je pfimo Umérné mnozstvi proteinli ve
vzorku (Bradford, 1976).

Zasobni roztok Bradfordova byl pfipraven rozpusténim 50 mg barviva Coomassie

Brilliant Blue G-250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né. Roztok byl
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nasledn¢ doplnén do 100 ml deionizovanou vodou. Rovnéz byla ptipravena kalibracni
fada standardu hovéziho sérového albuminu o koncentracich 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;
0,8a1lmgml?

Koncentrace proteini v extraktech byla stanovena spektrofotometricky na
mikrodestickovém readru. Do jamky mikrotitracni desticky bylo pipetovano 45 pl
deionizované vody, 5 ul standardu, vhodné zfedéného vzorku nebo deionizované vody
(blank) a 200 pl pracovniho Bradfordova ¢inidla, které bylo pfipraveno ze zasobniho
roztoku fedénim v poméru 1:4. Reakéni smés v mikrotitracni desticce byla inkubovéana
5 minut pii laboratorni teploté a nasledné byla zmétena absorbance pfi vinové délkce 595

nm.

3.6 Stanoveni aktivity arginasy

Pro stanoveni aktivity byla vybrdna metoda popsana v ¢lanku Kollofel a Dijke, 1975,
ktery je zalozena na detekci mocoviny, kterd reaguje s a-isonitrosopropiofenonem
Vv kyselém prostiedi za vzniku rizového aduktu s maximem absorbance pii 540 nm.

V mitochondrialni frakci byla nejprve provedena aktivace ARG inkubaci
S mangantymi ionty. V plastové mikrozkumavce bylo smichano 90 pl extraktu s 10 pl
20 mmol-1* MnClz a 5 pl 1,5% (v/v) Tritonu X-100 a smés byla inkubovana v termobloku
pii 37°C po dobu 10 min.

Reakéni smés obsahovala 400 pl 250 mmol-1? L-argininu (pH 9,5), 50 pl 20 mmol-1*?
MnCl,. Reakce byla zahajena piipipetovanim 50 pl aktivovaného extraktu a nasledné
probihala pfi teploté 37°C po dobu 30 min. Reakce byla poté zastavena 500 pl 15% (v/v)
kyseliny chloristé. Obsah mikrozkumavek byl nasledné centrifugovan 10 minut pii
15 000 g. Jako negativni kontrola (blank) byla pouZita reakéni smés, kde misto extraktu
bylo pipetovano stejné mnozstvi extrakéniho pufru.

Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan do ¢isté mikrozkumavky, bylo odebrano
100 pl a bylo pfidano 1,5 ml ¢inidla A obsahujiciho 9% (v/v) H3PO4 a 27% (v/v) H2SO4
a 50 pl cinidla B, které obsahovalo 3% (w/v) a-isonitrosopropiofenon v 96% (v/v)
ethanolu. Smés byla promichana na vortexu a byla inkubovana v termobloku p#i 90°C po
dobu 1 h. Nasledn¢ byly mikrozkumavky ochlazeny a do mikrotitracni desticky bylo
pipetovano Vv technickém triplikatu 300 pl roztoku. Poté byla zméfena absorbance pii 540

nm.
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Pro vypocet aktivity ARG byla sestavena kalibracni kiivka sestavend ze standardt
mocoviny o koncentracich 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 3,5; 5; 7,5 a 10 mmol-1". Aktivita byla
vyjadiena v pikomol vytvoiené mocoviny za sekundu (pkatal).

3.7 Vliv svételnych podminek béhem ristu na aktivitu ARG

Semena hrachu byla ponechana na 24 h nabobtnat v kohoutkové vod¢. Poté byla umisténa
mezi 2 vrstvy navlhéeného filtraéniho papiru, kde byla ponechana kli¢it po dobu 2 dni.
Poté byla semena umisténa do dvou péstebnich nadob s perlitem. Jedna nadoba byla
umisténa do skiiné simulujici podminky stdlé tmy. Naklicend semena hrachu v druhé
nadobé byla péstovana za fotoperiody 16 h svétlo (25°C), 8 h tma (18°C). Perlit byl
pravidelné€ vlhéen Hoaglandovym roztokem

Od patého dne byly poté kazdy den sbirany rostliny hrachu. Byl vytvoien smésny
vzorek 10 rostlin. Z kazdé casti (kotyledon, nadzemni ¢ast, kofenova ¢ast) byl vytvoren
extrakt tfenim za stalého chlazeni dané ¢asti s extrakénim pufrem (MES pH 7,4 obsahujici
400 mmol-1"t mannitol a 0,25% (w/v) BSA). Homogenaty byly nasledn& pfecezeny skrz
nylonovou tkaninu a rozdéleny do mikrozkumavek. Nésledné byly homogenaty
centrifugovany 5 min pii 2 500g. Po centrifugaci byly supernatanty pirevedeny do ¢istych
mikrozkumavek a poslouzily ke stanoveni aktivity ARG a ke stanoveni koncentrace

proteinu dle kapitol 3.6 respektive 3.5.

3.8 Vliv zamraZeni a rozmraZeni na aktivitu ARG

Pro stanoveni vlivu zamrazZeni na aktivitu ARG v mitochondrialni frakci byla stanovena
aktivita nejprve z Cerstvé izolovaného materialu a poté byla mitochondrialni frakce
zamrazena pii -28°C a nasledné po dvou tydnech rozmrazena. Pfi stanoveni aktivity se

postupovalo se stejné jako v kapitole 3.6.

3.9 Vliv teploty a doby aktivace aktivitu ARG

Pro stanoveni vlivu teplotni stability extraktu byly vybrany ¢asové intervaly 10 a 30 minut
pii teplotach 60°C, 70°C a 80°C. Jako kontrolni vzorek byl vzorek inkubovan 10 min pfi
37°C. Pro tyto tcely byl pouzit extrakt, ktery byl smisen s 20 mmol-1* roztokem MnCl;
a1,5% (v/v) roztokem Tritonu X-100. Postup byl shodny jako v kapitole 3.6

3.10 Stanoveni Michaelisovy konstanty

Stanoveni aktivity ARG bylo provedeno postupem podle kapitoly 3.6. Byly pouzity

nasledujici koncentrace L-argininu v reakénim smési: 8; 12; 20; 40; 80; 120; 160; 200
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a 240 mmol-1". Po vyhodnoceni aktivit bylo provedeno dvojnasobné reciproké vyneseni

dle Lineweavera a Burka.

3.11 Stanoveni ICso pro norvalin

Stanoveni aktivity arginasy bylo provedeno postupem podle kapitoly 3.6. Po aktivaci
extraktu byl aktivovany extrakt smisen s riznymi koncentracemi norvalinu, tak aby
vysledné koncentrace v reakéni smési byly 0,3; 0,75; 1,5; 3; 6; 7,5 a 15 mmol-1"%. Pro
vyhodnoceni by vyuzit nastroj IC50 Calculator na portale AAT Bioquest
(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator, 10. 5. 2020).

3.12 Vliv chemickych latek na aktivitu ARG

Nejprve probehla aktivace extraktu dle kapitoly 3.6. Aktivovany extrakt byl smisen
s roztoky chemicky latek v poméru 1:1, tak aby vysledné koncentrace v reakéni smési
byly (Tab 2.) a nasledné¢ inkubovany 10 min pii 37°C. Stanoveni aktivity ARG probihalo
standardn¢ dle kapitoly 3.6. Jako Kontrolni vzorek byla pouzita smés extraktu

S prislusym rozpoustédlem v poméru 1:1.

Tab. 2: Seznam modifika¢nich ¢inidel, jejich rozpoustédel a vyslednych koncentraci v reakéni smési.

Cinidlo Rozpoustédlo Vysledné koncentrace
v reakéni smési (mmol-17)

S-nitrosoglutathion Deionizovana voda 0,01;0,1; 1; 10

Kyselina askorbova Deionizovana voda 0,025; 0,25; 2,5; 25

Dithiothreitol Deionizovana voda 0,01;0,1; 1; 10

Peroxid vodiku Deionizovana voda 0,01;0,1; 1; 10

DTNB 96% (v/v) ethanol 0,01;0,1; 1;
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3.12.1 Priprava S-nitrosoglutathionu

Pevny preparat S-nitrosoglutathionu (GSNO) byl pfipraven metodou podle Moore a Mani
(2002). Navazka 614 mg glutathionu byla za chlazeni rozpusténa ve 3 ml 0,5 mol-1"t HCI.
Za stalého michani byla k roztoku pfidana navazka 138 mg NaNOz. Reak¢ni smés byla
ponechana 40 minut na ledové lzni za vzniku cervené srazeniny. Nasledn¢ byla srazenina
odsata pres filtracni papir na Biichnerové nalevce. Poté byla srazenina promyta 2x 10 ml
vychlazené destilované vody, 2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu a 2x ledové
vychlazeného diethyletheru. Srazenina byla nésledné seSkrabéana z filtracniho papiru na
hlinikovou f6lii a byla pfes noc vysusena v exsikatoru. Dale byl tento preparat uchovan

Vv plastové mikrozkumavce obalené hlinikovou folii pti -28°C.

3.13 Analyza sekvenci ARG v genomu hrachu

Pro vyhledani a srovnani sekvence genu hrachové ARG byly vyuzity néstroje Unité de
Recherche Génomique INRA ve Francii (URGI*) a néstroj Blastp suite portalu National
Center of Biotechnology International (NCBI**). Pro vyhledavani genu arginasy byla
pouzit referen¢ni genom hrachu dostupny v databazi URGI (Kreplak et al., 2019). Pro
odhad molekulové hmotnosti proteinu a hodnoty pl byl pouZit nastroj bioinformatického
portalu Expasy***.

*https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project
**https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins

***https://web.expasy.org/compute pi/

3.14 Histochemicka detekce NO s vyuzitim fluorescencni sondy

Napéstované rostliny hrachu byly umistény do Hoglandova roztoku obsahujici bud'to
1 mmol-1? L-arginin nebo 1 mmol-1* L-norvalin. Kontrolni skupina rostlin byla umisténa
do cistého Hoaglandova roztoku. Rostliny byly v roztocich ponechany po dobu 2 h. Poté
byly rostlinam ufiznuty postranni kofeny, z nichz polovina byla na 30 min umisténa do
10 nmol-1? roztoku fluorescenéni sondy 4,5-diaminofluoresceindiacetatu (DAF-2-DA)
rozpusténého v 100 mmol-1* HEPES pufru (pH 7,5) ve tm& a druhd polovina do
100 mmol-1* HEPES pufru (pH 7,5). Po ukonéeni doby inkubace byly postranni kofeny
3x oplachnuty v 100 mmol-1* HEPES pufru (pH 7,5) a nasledné byly umistény na
podlozni sklicko. Kotinky byly zakapnuty 50% (v/v) glycerolem a ptikryty krycim sklem
a pozorovany pod mikroskopem pii celkovém zvétSeni 40x s vyuzitim vhodnych

fluorescenénich filtru.
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3.15 Detekce arginasové aktivity v polyakrylamidovych gelech za
nativnich podminek

Elektroforetické déleni bylo realizovano v polyakrylamidovych gelech o tloust'ce 1,5 mm
Vv diskontinudlnim uspofadani. Do pfipravené aparatury pro nalévani geld byly
pipetovany gely byly ptipraveny podle Tab. 3.

Po zatuhnuti geld byla skla vlozena do elektroforetické komtrky. Hiebinky byly
vytazeny a do elektoforetické komtirky byl nalit elektrodovy pufr obsahujici 25 mmol-1*
Tris-HCI (pH 8,3) a 192 mmol-1? glycin. Byly pouZity vzorky mitochondrialni frakce
izolované¢ dle kapitoly 3.5. Do krajnich jamek bylo pipetovano 10 pl roztoku
bromfenolové modii smisené s 60% (v/v) glycerolem v poméru 3:1 (v/v) a do ostatnich
jamek bylo pipetovano 20 ul vzorku rovnéz smisenych s 60% (v/v) glycerolem v poméru
3:1. poté byla elektroforetickd komiirka uzaviena.

Elektroforetické déleni probihalo nejprve za napéti 100 V. Po doputovéani zony
bromfenolové modfi na rozhrani geli bylo napéti zvySeno na 180 V a elektroforéza
nasledn¢ probihala jesté 3 h. Poté byl gel umistén do Tris-HCI pufru (pH 7,6) obsahujici
1 mmol-1"t MnCly, piipadné také jesté] mmol-1" L-norvalin a byl umistén do inkubatoru

nastaveného na 37°C na 10 min.

Tab. 3: Slozeni gelt pro nativni elektroforézu.

Typgelu  AA/BIS 0,5 mol'I" 1,5 mol'l1™ H,0 TEMED  10% (w/v)
(T 30%, C Tris-HCI, Tris-HCI, APS
2,67%) pH 6,8 pH 8,8 (start)

10% délici 6,6 - 5 8,1 0,01 0,2

5% 1,7 1,25 - 6,9 0,01 0,1

zaostiovaci
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Poté byl gel nabarven podle Nelson et al., 1977. Schéma detekce je zobrazeno na
Obr. 10. Nejdtive byl na gel polozen filtra¢ni papir navlhéeny roztokem 10 mg NADH
rozpusténého v 5 ml 0,1 mol-1? Tris-HCI pufru (pH 7,6). Gel v krabiéce s filtraénim
papirem byl umistén na 10 min do inkubatoru natemperovaného na 37°C. Poté byl na gel
aplikovan filtra¢ni papir s chemikaliemi uvedenymi v tab. 4 a umistén do inkubatoru pii
37°C po dobu 30 min. Nasledné byl gel zdokumentovan pomoci pfistroje Gel Doc
(Bio-Rad, USA) v programu Image Lab.

L-Arginin

.. Ornithin

Arginasa
Mocovina
i — CO2
Ureasa
NH;
2-oxoglutarat = \ «L-glutamat
/ GIN

NAD(P)H NAD(P)”
(fluorescencni) (bez fluorescence)

Obrazek 10: Barvici systém pro detekci ARG aktivity (ptepracovano podle Nelson et al., 1977). Tuéné jsou
zvyraznény pouzité chemikalie, kurzivou jsou oznaceny enzymy. GDH — glutamatdehydrogenasa.

Tab. 4: Chemikalie pouZité na detekci ARG po nativni elektroforéze.

Chemikalie MnoZstvi
0,1 mol-1"* Tris-HCI pufr (pH 7,6) 5ml

1 mol-I"* L-Arginin, pH 7,6 1ml
Ureasa (aktivita 54 U-mg™) 0,37 mg
2-oxoglutarat 25 mg
Glutamatdehydrogenasa (aktivita 10 U-mg™) 2,5mg
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4 VYSLEDKY

4.1 Sledovani zmén aktivity arginasy béhem vyvoje hrachu

Prvnim z dil¢ich tkoli diplomové prace bylo stanovit vyvoj specifické aktivity
v kotyledonech hrachu v pribéhu ¢asu ve dnech od namoceni hrachu. Jedna se o ovéfeni
udaji znamych jiz z publikované literatury. Z vysledka (Obr. 11) je patrné, ze aktivita
ARG je nejvyssi v mitochondrialni frakci (frakce 4), kdezto v ostatnich frakcich je
aktivita ARG velice nizka. Pficemz v mitochondridlni frakci dochazi v prabéhu kli¢eni

hrachu k rustu aktivity.

200,0
180,0
160,0
140,0
120,0
100,0

80,0

60,0
40,0 I I
20,0 l
0.0 | . -
3 4

Frakce

sp. aktivita (pkatal-mg-1)

mden1l mden2 mden3

Obrazek 11: Zmény specifické aktivity v jednotlivych frakcich hrachu. Frakce 1 oznacuje hruby extrakt (po
centrifugaci pti 2 500 g). Frakce 2 je cytosolarni frakce (supernatant po centrifugaci frakce 1). Frakce 3
oznacuje oplach mitochondrii (supernatant po centrifugaci rozsuspendovaného peletu frakce 2) a frakce 4
oznacuje mitochondrialni frakci.
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4.2 Vliv svételnych podminek na aktivitu ARG
V této praci byly simulovany modelové stresové podminky — jedna ¢ast rostlin byla
pestovana za kontrolovanych svételnych podminek a druhd ¢ast byla péstovana ve tme.
Tyto vysledky jsou pouze orientacni, jelikoz byl tento typ experimentu realizovan pouze
jednou a v hrubém extraktu nikoliv v mitochondrialni frakci. Vysledky naméfenych
specifickych aktivit ARG pro kotyledony jsou uvedeny na Obr. 12. U kotyledond hrachu
nedosahovala aktivita ani v jeden den hranici 10 pkatal-mg™. Celkové se da shrnout, Ze
pfi rustu za tmy dosahovala specificka aktivita ARG vysSich hodnot krom dne 6.

Vysledky pro nadzemni ¢ast jsou uvedeny na Obr. 13. Obdobné jako u kotyledond
specificka aktivita u rostlin péstovanych ve tmé vyssi oproti rostlinam péstovanych za
kontrolovanych svételnych podminek. Nejvyssi aktivita byla zaznamenana u rostlin
péstovanych za tmy 9. den a ¢inila necelych 25 pkatal-mg™.

Vysledky méfeni specifické aktivity ARG u kofent jsou uvedeny na Obr. 14. Opét je
pozorovan obdobny trend jako u ostatnich organa. Po vétsSinu Casu je specificka aktivita

ARG vys$si u rostlin péstovanych za tmy.

Kotyledony
8,000
=~ 7,000
oD
g 6,000
s
S 5,000
-
3 4000
2 3,000
= 2,000
g,
2" 1,000 I
0,000
5 6 7 8 9
Den

m Svétlo mTma

Obrazek 12: Vyvoj specifické aktivity ARG v kotyledonech hrachu na dnech a podminkach péstovani.
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Nadzemni ¢ast
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15,000
10,000
5,000 I I I
0,000
5 6 7 8 9

Den

sp. aktivita (pkatal-mg1)

m Svétlo mTma
Obrazek 13: Graf zavislosti vyvoje specifické aktivity ARG v nadzemnich ¢astech hrachu na dnech a
podminek pe€stovani.

Kofeny

£ 50,000

aktivita (pkatal

Fioo . I I I I I I I I
0,000
5 6 7 8 9

Dny
ESvétlo ®mTma
Obrazek 14:Graf zavislosti vyvoje specifické aktivity ARG v kofenech hrachu na dnech a podminek
péestovani.
4.3 Vliv zamraZeni a rozmraZeni na aktivitu ARG

Dale bylo stanoveno, zdali je mozné mitochondrialni frakci zamrazit. Pro tyto Gcely byla
nejdiive stanovena specificka aktivita v Cerstvé piipraveném preparatu mitochondrialni
frakce a poté byla zamrazena. Po rozmrazeni byla stanovena specificka aktivita po

rozmrazeni. Z vysledk uvedenych na Obr. 15 je patrné, Ze zamrazeni extraktu nema
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vyrazny vliv na aktivitu ARG v mitochondridlni frakci. V Cerstvém extraku byla
specificka aktivita ARG 188,5 + 16,3 pkatal-mg™, u zamrazeného extraktu dosahovala
specificka aktivita hodnot 200,4 + 25,3 pkatal-mg™.

sp. aktivita (pkatal-mg?)

Cerstvy Zamrazeny
Typ extraktu

Obrazek 15: Porovnani specifickych aktivit ARG v Cerstvé izolované mitochondrialni frakci a nasledné po
rozmrazeni.
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4.4 Vliv teploty a doby aktivace na aktivitu ARG

Dale byla testovana teplotni odolnost enzymu pii aktivaci pfi riiznych teplotach a dobach
aktivace. Byly vybrany teploty 60°C, 70°C a 80°C a intervaly doby aktivace 10 min a 30
min. Kontrolni vzorek byl inkubovan pii 37°C 10 min. Z vysledkd (Obr. 16) mtzeme
pozorovat, ze s rostouci teplotou i dobou aktivace klesa aktivita ARG. Nejvyssi pokles

byl zaznamenén u obou intervalii pti 80°C, kdy zistalo zachovano ptiblizné 15% aktivity.

120%
100%
80% {

60%

a0% “ 1 {

% aktivity

20%

Kontrola 60°C 10 60°C 30 70°C 10 70°C 30 80°C 10 80°C 30
min min min min min min
Teplota a doba

0%

Obrazek 16: Porovnani vlivu riznych teplot a doby aktivace extraktu na aktivitu ARG.
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4.5 Stanoveni Michaelisovy konstanty
Po stanoveni Michaelisovy konstanty byly hodnoty aktivity a koncentraci pievraceny
a vyneseny do grafu (Obr. 17). Po prolozeni bodu ptimkou byla spocitana z rovnice

hodnota Ky, kter ¢ini piiblizné 66 mmol-1™.

4.6 Stanoveni ICso pro norvalin

Krom stanoveni Michaelisovy konstanty byla stanovena i hodnota poloviéni inhibice pro
latku L-norvalin. Vyhodnoceni (Obr. 18) probéhlo v nastroji IC50 Calculator na portale
AAT Bioquest, ktery vyuziva Ctyfparametrovy nelinearni regresni model. Vypoctena

hodnota I1Csp ¢ini 1,665 mmol- ™.

0,05 y =0,31x +0,0047

0,04 ~®

0,03
0,02

0,01 '.‘.--6'

R
-0,25 -0,2 -0,15 -0,1 -0,05_--" 0 0,05 0,1 0,15
70,01

1/a

-0,02

-0,03

1/¢ (1 mmol 1)

Obrazek 17: Dvojnasobné reciproké vyneseni dle Lineweavera a Burka pro stanoveni Km pro hrachovou
ARG.
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aktivita (pkatal)

o —T—TTT T ———T
0.1 1 10 100

koncentrace (mmol-I1-1)

Obrazek 18: Stanoveni ICso pro L-norvalin.

4.7 Vliv modifikaénich ¢inidel na aktivitu ARG

4.7.1 S-nitrosoglutathion

Déle byl posuzovan vliv nekterych chemickych c¢inidel na aktivitu ARG. Jednim byl
i S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery je donor NO a je pfedpokladan vznik S-nitrosothiolu,
jsou uvedeny na Obr. 19. Z vysledk je patrné, Ze se vzrustajici koncentraci GSNO, klesa
aktivita ARG. Zatimco u koncentrace GSNO 0,01 mmol-1? doslo ke zvyseni aktivity
0 13%, u koncentrace 0,1 mmol-1* doslo k poklesu 0 3%, u koncentraci 1 a 10 mmol-1*

byl pozorovan pokles o 75% resp. 85%.

4.7.2 Kyselina askorbova

Dale byl testovan vliv kyseliny askorbové, jakozto ¢inidla rozkladajici S-nitrosothioly,
na aktivitu ARG (Obr. 20). U koncentraci 0,025 a 0,25 mmol-1* doglo ke zvy3eni aktivity
0 23% resp. 24%. U koncentrace 2,5 a 25 mmol-1? bylo pozorovano snizeni aktivity
0 66%, resp. 83%.
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Obrazek 19: Zmeény aktivity ARG vlivem rtiznych koncentraci GSNO.
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140%

120%
100%
80%
60%
40%
20% ﬁ
0%

Kontrola 0,025 0,25
Koncentrace (mmol-1- 1)

% aktivity

Obrazek 20: Zmény aktivity ARG vlivem riiznych koncentraci kyseliny askorbové

4.7.3 Dithiothreitol

Dale byla pouzita chemikalie DTT, ktera se pouziva jakoZto redukéni Cinidlo. Z vysledki
(Obr. 21) bylo pozorovéano zvyseni aktivity u koncentraci 0,01; 0,1 a 1 mmol-1* 0 41%,
39% a 31%. Mezi témito koncentra¢nimi urovnémi nebyly pozorovany vyrazné rozdily.
U koncentrace 10 mmol-1" bylo pozorovéno cca 80% snizeni aktivity oproti kontrolnimu

vzorku.
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Obrazek 21: Zmény aktivity ARG vlivem riznych koncentraci DTT.

4.7.4 Peroxid vodiku

Z vysledku (Obr. 22) pii oSetfeni extraktd peroxidem vodiku (oxidacni ¢inidlo) bylo
pozorovano, Ze v ptipadé koncentraci 0,01; 0,1 a 1 mmol-1? doslo ke zvyseni aktivity
0 22-26% vici kontrolnimu vzorku, ale rozdily mezi témito koncentracnimi trovnémi

nejsou vyrazné. V piipadé koncentrace 10 mmol-1? doslo k mirnému poklesu aktivity

0 6%.

4.7.5 Kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova
Posledni pouzité modifika¢ni ¢inidlo bylo DTNB, ktera se pouziva k modifikaci
thiolovych skupin cysteini. Z vysledkt (Obr. 23) 1ze pozorovat, Ze s rostouci koncentraci

DTNB klesa 1 aktivita ARG.
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Obrazek 22: Zmény aktivity ARG vlivem riznych koncentraci peroxidu vodiku.
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Obrazek 23: Zmény aktivity ARG vlivem riznych koncentraci DTNB.

4.8 Identifikace genu ARG v genomu hrachu

Za vyuZiti nastroje URGI BLAST byla v genomu hrachu zkoumana pfitomnost sekvenci
podobnym rostlinnym ARG. Jako vychozi sekvence byla pouzita sekvence ARG z fazolu
mungo (Vigna radiata) z databaze NCBI (,arginase 1, mitochondrial®, protein
XP_014516328.1, gen LOC106774034). S vyuzitim nastroje blastp databaze URGI byla
Vv referenénim genomu hrachu nalezena sekvence oznacena Psat0s3070g0160 vykazujici

93% sekvencni identitu se sekvenci arginasy z V. radiata (identickych 307 z celkem 338
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aminokyselin). Dalsi sekvence nalezené nastrojem blastp URGI v genomu hrachu
vykazovaly identitu mensi nez 63% a nebyly dale zkoumany.

S vyuzitim nastroje JBrowse URGI bylo zjisténo, Ze pro nalezenou sekvenci
Psat0s3070g0160 byly detekovan ptislusny transkript genu v referenénim transkriptomu
hrachu V2 v databazi URGI, a dale bylo zjisténo, ze vysledky analyzy exprese geni
metodou RNASeq ukazuji na nizkou expresi v nezralych semenech hrachu a naopak

r

vysokou expresi Vv kli¢icich semenech 5 dnli po nabobtnani (Obr. 24).

JBrowse File View Help G Share
0 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,040 35,000 40,000

© > Q Q QQ scaffold03070 + |scafiold03070:30581..35405 (4.83 Kb) Go | S
50

31.2 32 500 33.750 35.000
% Gene annotation, release via SR

P=at0s2070g0160.4
Psat0s3070g0180.1
Psat0s2070g0180.2
Psat0s2070g0160.3
Psat0s3070g0160
Arginase family

{a-Pisum sativum transcriptome V2 CSFL T
sstivum_CSFL_reftransv2_0032228
sativum_CSFL_reftransV2_0032228

p.sativum_CSFL_reftransV/2_ R e e e
p.sativum_CSFL_reftransV2_0024630

p.sativum_CSFL_reftransV2_0082821 P B I S
p.sativum_CSFL_reftransV2_0063621

&3 Seeds, germination, 5 days after imbibition, water (GD§U)

Obrazek 24: Vysledek vyhledani sekvence arginasy v referenénim genomu hrachu a hladiny transkript
prislusného genu zobrazeny v nastroji JBrowse URGI.
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Nalezena proteinova sekvence Psat0s3070g0160 byla dale analyzovéna s vyuzitim
souboru nastroji blastp suite NCBI. Sekvence ve FASTA formatu byla srovnana
nastrojem blastp s databazi neredundantnich sekvenci proteinu se zaddnim vymezeni
organismu zelené rostliny (,,green plants®). Vystup srovnani sekvence Psat0s3070g0160
se sekvencemi arginas vybranych zastupcl rostlin v ndstroji Multiple Sequence
Alignment Viewer potvrzuje vysoky stupen identity sekvenci (Obr. 25).

Vysledky srovndni evolu¢ni pifibuznosti sekvenci rostlinnych arginas néstrojem

TreeView ukazuji, ze sekvence nalezna v genomu hrachu je nejblizsi sekvencim z cizrny

(Cicer arietinum), tolice (Medicago truncatula) a jetele (Trifolium pratense) (Obr.26).

1 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 338 End Organism
Bss |

11l Il 171 [ || | 338 Medicago truncatula

11l 1l 11 (] | | 338 Medicago truncatula

Ll 1l 1 | 338 Cicer arietinum

11 1T | ] 1 1 | 406 Trifolium pratense

1 1mnn || 1l | I 338 Lotus japonicus
nui Il m | 1 338 Glycine max
Il 7] mn | | 338 Vigna unguiculata
I i m | | | | 338 [Abrus precatorius
I i L | 111 I | | 338 Vigna radiata var. radiata
I i 11l 111 | 11 338 [Glycine max
I Il 1] | | | 338 Vigna angularis
I Wi Il 1] | I | 338 Cajanus cajan
I i 11 1] | I | 338 Phaseolus vulgaris
Irnenn 1 ] 1 = I min 11 I'l 338 Lupinus angustifolius

Obrazek 25: Vystup srovnani analyzy sekvenci rostlinnych arginas nastrojem Multiple Sequence
Alignment Viewer (Cervenou barvou jsou zvyraznény odlisné aminokyseliny v sekvencich jednotlivych
proteint oproti sekvenci z genomu hrachu).
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eudicots | 2 leaves
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arginase 1, mitochondrial [Abrus precatorius]

Obrazek 26:Vystup srovnani sekvenci rostlinnych arginas v nastroji TreeView.

Vyuzitim nastroje pro analyzu konzervovanych domén proteinit Conserved Domains
NCBI bylo potvrzeno, ze v sekvenci nalezené¢ v genomu hrachu se nachézeji
konzervované domény typické pro enzymy skupin arginas a agmatinas a ze tedy nalezeny
protein je mozno zatadit do superrodiny arginas-histondeacetylas (Obr. 27).

S vyuzitim nastroje Expasy byla pro nalezenou sekvenci hrachové arginasy zjiSténa

teoreticka molekulova hmotnost proteinu 36 757 Da a hodnota pl 5,89.

49



Conserved domains on [gnl|Pisum_sativum_v1a_prot] View | Standard Results | (2
Psat0s3070g0160 unnamed protein product

Protein Classification d

PLNO02615 family protein (domain architecture ID 10791420)
PLN02615 family protein

Graphical sum
1

LIETS"A [ ] Zoom to residue level JELLASUCRI LS .
S0 100 150 200 250 300 338
ey seq, e
Y A putative active site
Mn binding site

Specific hits

Non-specific
hits

Superfanilies Arginase_HDAC superfamily |

Obrazek 27: Vystup analyzy nalezené proteinové sekvence z genomu hrachu v nastroji Conserved
Domains.

4.9 Histochemicka detekce NO Vv postrannich korenech

Jednim z cilt prace také bylo studium vlivu akutniho puisobeni L-argininu a L-norvalinu
na produkci NO v postrannich kotfenech hrachu. Byly mikroskopovany postranni kofeny
hrachu Sesty den po nabobtnani semen, jelikoz kofenova Spicka hlavniho kotene byla
znacné tlustd a pro provedeni pokust by se musely délat fezy, které predstavuji dalsi
zatéz. Pro detekci NO byla pouzita sonda DAF-2-DA. Doba expozice byl zvolenana 2 s.
Byly mikroskopovany postranni kotinky kontrolnich rostlin, které byly ponoieny do
Hoaglandova roztoku. Dale byly rostliny hrachu umistény do Hoaglandovych roztoka
obsahujici bud’to 1 mmol-1? L-arginin nebo L-norvalin. Byly vybrany reprezentativni
mikroskopické snimky (Obr. 28). Z uvedenych snimkt 1ze vypozorovat, ze k nejvyssi
produkci NO dochézi u kotinkd, které byly inkubovany v roztoku s L-argininem.

U koftinkti inkubovanych s L-norvalinem byla pozorovana nizsi produkce NO.



Kontrola

L-Arginin

L-Norvalin

Obrazek 28: Mikroskopické snimky zobrazujici NO pomoci fluoreskujici sondy DAF-2-DA v postrannich
kofincich hrachu.

4.10 Nativni elektroforéza
DalS§im dil¢im cilem prace zavést a optimalizovat metodu detekce aktivity ARG
Vv polyakrylamidovych gelech za nativnich podminek. Po provedeni elektroforetické

separace proteinti ve vzorku byl jeden gel inkubovan v aktiva¢ni smési S L-norvalinem,

jakozto inhibitorem ARG. Detekce ARG aktivity je sprfazena s ureasou (EC 3.5.1.5)
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a glutamatdehydrogenasou (GDH, EC 1.4.1.2). Mocovina vznikla z reakce katalyzované
ARG je nasledné rozlozena za katalyzy ureasy. Vzniklé¢ amonné ionty vstupuji do reakce
s 2-oxoglutaratem za katalyzy GDH. Pokud dosSlo k ARG reakci dochazi i k oxidaci
fluoreskujiciho NADH na NAD™, coz se projevi tmavymi bandy na gelu. Z uvedeného
snimku (Obr. 29) gelti 1ze tici, ze u hrachu se nachazi jediny isoenzym ARG a po inkubaci

gelu v aktiva¢ni smési obsahujici norvalin je band slabsi.

Aktivacni smés Aktivacni smés
s norvalinem bez norvalinu

Obrazek 29: Detekce aktivity ARG na nativnich polyakrylamidovych gelech. Bandy znazornujici ARG
jsou oznaceny Zlutou Sipkou.
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5 DISKUZE

Tato diplomové prace byla zaméfena na arginasu, manganoenzym, ktery katalyzuje
hydrolyticky rozklad L-argininu na ornithin a mocovinu. Dfivéjsi studie byly zaméteny
na tlohu ARG ve vyvoji rostlin, kterd mize byt dvoji. U rajcat se predpoklada, ze ARG
hraje dulezitou roli tvorbé polyamint, které podporuji vyvoj plodi (Alabadi et al., 1996;
Chen et al., 2004). U kotyledont bobii, dyné a hrachu (Pisum sativum L. cv. Onyx) zna¢né
vzristala aktivita ARG béhem kliceni, kdeZto u kli¢icich semen bavlny se aktivita zvysila
nepatrné (Splittstoesser, 1969; Kollsffel a van Dijke, 1975; Dilworth a Dure, 1978; de
Ruiter a Kolloffel, 1982). Vysledky této prace (Obr. 11) koreluji s t€émito studiemi, kdy
aktivita ARG druhy den po nabobtnani semen (den 3) byla téméf trojndsobnd oproti
prvnimu dni, kdy byla aktivita stanovend po nabobtnani semen.

V soucasné dobé¢ je nezbytné nutné porozumét obrannym mechanismiim rostlin viici
stresu. Studie prokazaly, ze pti pusobeni stresovych faktorti (nedostatek vody, zasoleni,
mraz a patogeny) dochazi k indukci exprese ARG na transkripéni urovni (Chen et al.,
2004; Shi et al., 2013). Rovnéz se predpoklada, ze ARG je zapojena do odpovédi rostlin
na stresové podminky. V tomto sméru byly uskutecnény dva typy experimentu. Jeden se
opira o manipulaci exprese ARG, kdy bylo prokazano, Ze transgenni linie s knouck-outem
genu pro ARG vykazuji lepsi toleranci stresovych podminek nez transgenni linie
nadexprimujici ARG (Shi et al., 2013). Dals$im typem experimentu bylo posouzeni vlivu
slouc¢enin nor-N,-hydroxyargininu (inhibitoru ARG), methyl-jasmonatu (rostlinny
hormon, ktery reguluje expresi ARG) a argininu pii pusobeni stresu. Bylo prokazano, ze
pii ptisobeni methyl-jasmonatu a argininu dochdzi ke zmirnéni stresovych podminek se
zvySenim koncentrace polyamint, prolinu, zvySenou aktivitou antioxida¢nich enzymd,
snizenou peroxidaci lipidi a snizenym indexem chladového poSkozeni. Pti plsobeni
nor-NOHA byl zaznamenan pravy opak s vyjimkou zmén v koncentracich polyamint
(Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2016. V této praci byly testovan vliv svételnych
podminek na aktivitu ARG v supernatantu, ktery vznikl centrifugaci homogenatu pti
2 500 g. Z prvotnich orientacnich vysledkt (Obr. 20, 21 a 22) se d& zjednoduSené fici, Ze
se pii pisobeni stresovych podminek (tma) zvySuje aktivita ARG. Je nutné vsak tyto
vysledky replikovat a analyzovat, jak se méni aktivita ARG v mitochondridlni frakei,

jelikoz ziskané aktivity v supernatantu byly relativné nizké.
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Dale byla v této praci studovéna stabilita pii skladovani. V praci Kang a Cho (1990)
byla ARG stabilni pfi skladovani pfi 4°C alespon mésic. U ARG izolované z Vicia faba
bylo testovano zmrazeni a rozmrazeni pomoci tekutého dusiku, které vedlo ke zvySeni
aktivity asi 1,5x (Kolloffel a van Dijke, 1975). Zde v této praci bylo testovano pouhé
zamrazeni mitochondrialni frakce a nasledné rozmrazeni, které nikterak vyrazné
neovlivnilo aktivitu ARG (Obr. 12).

Dulezitym faktorem je rovnéz i teplotni stabilita. U ARG ze s6ji bylo zjisténo, ze
nedoslo ke ztraté aktivity, pokud byla inkubovéana 10 min pti 60°C. Pti inkubaci 10 min
pii 70°C poklesla aktivita az o 50% a pokud byl enzym inkubovan 10 min pi1 80°C, tak
doslo ke kompletni inaktivaci (Kang a Cho, 1990). U ARG z kotyledonti dyné doslo
k nizké ztraté aktivity pfi inkubaci 5 min pii 60°C (Splittstoesser, 1969). Zde v této praci
(Obr. 13) byly otestovany teploty 60°C, 70°C a 80°C a intervaly 10 min a 30 min, pfi¢emz
nejnizsi ztraty byly pozorovany u kombinace 60°C a 10 min. U obou intervalll inkubaci
pii 80°C doslo ke ztraté az 85% aktivity. Pokud by se dale purifikovala mitochondrialni
frakce dalo by se uvaZzovat i o vyuziti teplotni denaturaci pii 60°C s délkou trvani
denaturace do 10 min.

Daéle byl charakterizovan kineticky parametr Michaelisova konstanta. U rostlinnych
druhti byly chakterizovany hodnoty Km uvedené v tab. 5. V této praci byla hodnota
konstanty stanovena na 65,96 mmol-1?, coz je fadové (desitky mmol-1?) shodné

S ostatnimi rostlinnymi druhy.

Tab. 5: Porovnani hodnot Michaelisovy konstanty u rostlinnych druht.

Rostlinny zdroj Hodnota Ky (mmol-17) Citace

Séja 83 Kang a Cho, 1990
Rajce (plody) 16 Alabadi et al., 1996
ZenSen 82,7 Hwang et al., 2001
LeARG1/2 32/29 Chen et al., 2004
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Krom charakterizace konstanty pro substrat, byla charakterizovana i konstanta 1Csg
pro inhibitor norvalin, ktera ¢ini 1,665 mmol-1. U ARG z topinamburu byla pozorovana
50% inhibice u pouziti ¢inidla p-chloromerkuribenzoatu v koncentraci 18 pmol-17,
u L-citrulinu a L-ornithinu v koncentracich 1 mmol-1?, resp. 3 mmol-1".

Jednim z cili prace bylo i otestovat vliv chemickych c¢inidel na aktivitu ARG.
U dvojice ¢inidel GSNO a kyseliny askorbové bylo cilem probadat, zdali nedochézi
Kk S-nitrosaci. Vychazelo se ze ¢lanku Santhanam et al., 2007, kde byly testovan vliv
téchto sloucenin na aktivitu lidské ARG. Pfi pouziti GSNO dochazelo se vzrlstajici
koncentraci ke zvySeni aktivity, kdezto pfi pouziti askorbatu dochazelo se vzristajici
koncentraci ke snizeni aktivity. Rovnéz v této studii byly nalezeny 2 moznd mista
S-nitrosace lidské ARG1 (Cys168 a Cys303), piicemz k S-nitrosaci dochazi na Cys303,
kdy dochazi ke stabilizaci trimeru lidské ARG a Sestindsobnému snizeni hodnoty Kwm.
V této préci byl zaznamenan u obou latek ve dvou niZSich koncentra¢nich trovnich nértst
aktivity oproti kontrole a ve dvou vyssich koncentra¢nich tirovnich pokles oproti kontrole
(Obr. 14 a 15), ovSem stim rozdilem, Ze v této praci byly pouzity milimolarni
koncentrace GSNO, kdeZto v ¢lanku Santhanam et al., 2007, byly pouzity nanomolarni
koncentrace GSNO.

V praci Hwang et al., 2001 bylo po pouziti ¢inidla DTNB (Ellmanovo ¢inidlo),
vedouciho ke kovalentni modifikaci cysteint thionitrobenzoovou kyselinou, pozorovano
snizeni aktivity, coz vedlo k tivaze, ze se V blizkosti aktivniho mista rostlinnych ARG
nachazi cysteinové residuum oproti savéim ARG, u kterych je katalyticky aktivni histidin
(Daghigh et al., 1996). V této praci byl rovnéz pozorovan pokles aktivity po pouziti
DTNB (Obr. 18). Lze tedy ptedpokladat, ze i u hrachové ARG se nachazi cystein
Vv blizkosti aktivniho mista.

V praci Flores et al., 2008 bylo u ARG deficitnich mutanti pozorovano zvysena
produkce NO. V praci Gross et al., 2017 byla pozorovano u dvou mutantnich linii cuao8
snizeni produkce NO po elicitaci ¢i pisobeni chloridu sodného. Produkce vSak byla
obnovena inhibici ARG ¢i dodanim L-argininu a da se usoudit ze u A. thaliana je CUAO8
zapojena do produkce NO tim, Ze ovliviluje dostupnost argininu. Cilem histochemické
detekce produkce NO bylo zjistit, zdali akutni ptisobeni L-argininu (zdroj pro oxidaéni
syntézu NO) nebo L-norvalinu (inhibitoru ARG) ovlivni produkci NO v postrannich
kotenech. Z fotek na Obr. 23 je zjevné ze dochazi ke zmeénam v produkci NO, avsak

nejsou vyrazné.
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Poslednim cilem prace bylo prozkoumat, zdali se u hrachu nachdzi vice isoenzymi
ARG. U rajcete a A. thaliana se nachazi dva geny, ryze ve svém genomu ma jediny gen
kodujici protein s ARG aktivitou, u soji je predpokladana ptitomnost rodiny ARG
proteintl a u pSenice byly nalezeny 3 geny pro ARG, ovSem jeden z nich ma stop kodon
uvnitf ¢teciho ramce. (Goldraij a Pollaco, 1999; Chen et al., 2004; Flores et al., 2008; Ma
et al., 2013, Shi et al., 2017). Byla provedena nativni elektroforéza a nasledné barveni,
které indikuje pfitomnost jediného proteinu s ARG aktivitou (Obr. 24). Je nutné, ale
metodu pro nativni elektroforézu a nésledné barveni v budoucnu zoptimalizovat, jelikoz
zaostteni bandl neni dostacujici. Navic neexistuji piimé metody detekce aktivity ARG
vV PAGE gelech za nativnich podminek a je nutné vyuzit metod se spfazenymi enzymy.

V referenénim genomu hrachu byla nalezena proteinova sekvence vykazujici vysoky
stupeni identity se sekvencemi dfive popsanych rostlinnych ARG. Vychozi
bioinformatickd analyza ukazuje na pfitomnost transkriptu piislusného genu
v referenénim transkriptomu hrachu a v souladu s o¢ekavanim dale na zvySenou expresi
genu V kli¢icich semenech hrachu. Analyza evolu¢ni ptibuznosti sekvenci prokazala
blizkost sekvenci hrachu se sekvencemi ARG z blizce ptibuznych zastupcu celedi
Fabaceae cizrny, tolice a jetele.

U nalezené sekvence piedpokladané hrachové ARG byla predikovdna molekulova
hmotnost 36 757 Da, coz je v souladu s hodnotami publikovanymi pro isoenzymy ARG
rajCete LeARG1 a LeARG2, které¢ maji molekulovou hmotnost 37 048 Da, resp. 36 851
Da (Chen et al., 2004). U ostatnich rostlinnych druhti byla molekulova hmotnost nad 100
kDa. Predikovana hodnota pl hrachového proteinu ¢ini 5,89 , ktera je o 0,3 vyssi nez u
hodnota pl arginasy z kosatce a 0 0,6 vyssi nez u slunecnice topinambur (Wright, 1981;

Boutin, 1982).
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti byla zpracovana literarni reSerSe zahrnujici nasledujici témata:
e Charakterizace dostupnych znalosti o rostlinnych ARG
e Shrnuti dosavadnich znalosti o mechanismech produkce NO u rostlin

e Shrnuti znalosti o funkcich a metabolismu polyamini u rostlin

Z vysledkt experimentalni ¢asti 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

e Byla zavedena metoda pro stanoveni aktivity ARG u hrachu setého.

e Bc¢hem kliceni po nabobtnani semen se v pribéhu ¢asu zvySovala aktivita ARG

e Pii péstovani rostlin ve tme je vyssi aktivita ARG nez u rostlin péstovanych se
sttidanim svétla a tmy.

e Zamrazeni pripravené mitochondrialni frakce nemélo vyrazny vliv na aktivitu
ARG.

e Inkubace pfii vysSich teplotach vedla ke ztraté aktivity ARG

e Po provedeni pokusti s modifikacnimi CcCinidly lze predpokladat, ze se
u hrachové ARG nachazi cystein v blizkosti aktivniho mista.

e Hodnota Ky ¢ini 66 mmol-1" a hodnota ICsp pro norvalin &ini 1,665 mmol-1™.

e Pii akutnim pasobeni L-argininu byly pozorovany vyssi hladiny produkce NO
nez pii pasobeni L-norvalinu.

e U hrachu se nachazi jediny gen ARG.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AA/BIS
ADC
AdoMetDC
AlH
APS
ARG
AtARGAH1
AtARGAH2
AINOA
AtNOS1
BSA
CPA
DAO
ETC
FAD
FMN
GDH
GSNO
HEPES
kDa
KKPA
LeARG1
LeARG2
MES
MTA
Ni:NOR
Ni-NR
NKKPA
NO
NOHA
NOS
NOS-like

Akrylamid/bisakrylamid
Arginindekarboxylasa,
S-adenosylmethionindekarboxylasa,
Agmatiniminohydrolasa,

Persiran amonny

Arginasa

Isoenzym 1 arginasy z A. thaliana
Isoenzym 2 arginasy z A. thaliana
Protein spojeny s oxidem dusnatym z A. thaliana
Domné¢la NO synthasa z A. thaliana
Hovézi sérovy albumin
N-karbamoylputrescinaminohydrolasa,
Diaminoxidasa

Elektrontransportni fetézec
Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid
Glutamatdehydrogenasa
S-nitrosoglutathion

Kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
Kilodalton

Kovalentné konjugované polyaminy
Isoenzym 1 arginasy z rajéete

Isoenzym 2 arginasy z rajCete

Kyselina 2-(N-morfolino)ehtansulfonova
Methylthioadenosin,

Nitritreduktasa

Nitritreduktasova aktivita nitratreduktasy
Nekovalentné konjugované polyaminy
Oxid dusnaty

Nw-hydroxy-arginin

Synthasa oxidu dusnatého

enzym podobny NO synthase
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NR Nitratreduktasa

oDC Ornithindekarboxylasa
OsARG Arginasa z ryze

PA Polyaminy

PAH Proklavaminatamidinohydrolasy
PAO Polyaminoxidasy

PUT Putrescin

SPD Spermidin

SPDS Spermidinsynthasa

SPM Spermin

SPMS Sperminsynthasa
TEMED

TPSMS Thermosperminsynthasa
TSPM Thermospermin
TSPMS/ACL5 Acaulis5 (oznaceni rostlinného genu pro thermosperminsynthasu)
viv Objem na objem

VPA Volné polyaminy

wiv Hmotnost na objem
WT Wild type (divoky typ)
XDH Xanthindehydrogenasa
XOD Xanthinoxidasa

XOR Xanthinoxidoreduktasa
ZMARG Arginasa z kukufice
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