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Abstrakt

Oxid dusnaty (NO) je vyznamna signalni molekula v Zivych organismech,
ktera aktivuje obrannou odpovéd po napadeni rostliny patogenem. Cilem této
bakalarské prace bylo otestovat vliv aplikace vybranych elicitinG v pribéhu obranné
reakce na metabolismus reaktivnich forem dusiku v suspenzni kultufe tabaku
(Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) se zaméfenim na sledovani zmén aktivity enzymu
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR). Elicitiny jsou velmi u&inné elicitory - latky,
které vyvolavaji obrannou reakci v interakci rostlina-patogen. Pro studium byly
zvoleny Ctyfi elicitiny: kryptogein (rekombinantni protein X24 - elicitin, pfipraveny
expresi genu pro kryptogein v kvasince Pichia pastoris), mutanty kryptogeinu L41F a
V84F (opét rekombinantni proteiny) a elicitin oligandrin izolovany z Pythium
oligandrum. ZvySena produkce NO a soufasné i GSNOR aktivita jsou
charakteristické pro déleni a rast bunék (kontrolni experiment). Naopak zména
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a je u kontrolnich bunék minimalni. Toxicky
ucinek kryptogeinu a jeho mutantu V84F je spojen s vyznamné zvySenou produkci
ROS a stim spojenym oxidativhim stresem vedoucim k destrukci bunék. Naopak
produkce NO nebyla aktivovana a v korelaci s poklesem Zzivotnosti bunék byla
naopak sniZzena. Byl pozorovan maly vliv oligandrinu a elicitinu L41F na rust, déleni a
zivotaschopnost bunék. Na rozdilny mechanismus ucinku oligandrinu a mutantu L41F
poukazuji rozdilné zmény v produkci NO a aktivit¢ GSNOR po aplikaci danych
elicitinG. Nitrace protein( byla zaznamenana zejména po aplikaci elicitinu oligandrinu.
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Nitric oxide (NO) is an important signaling molecule in living organisms
which activates the immune response after invading plant pathogen. The aim of
this work was to test the effect of application of some elicitins on the metabolism
of reactive nitrogen species during defensive reactions in suspension cultures of
tobacco (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi), focusing on changes in the activity of
the enzyme S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR). Elicitins are very effective
elicitors - substances that trigger the defense response in plant-pathogen
interaction. For this study four elicitins were selected: cryptogein (recombinant
protein X24 - elicitin, prepared by expression of the gene for cryptogein in yeast
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CILE PRACE

V teoretické Casti bylo cilem bakalafské prace vypracovat literarni reSersi
zaméfenou na problematiku ulohy oxidu dusnatého v obranném mechanismu

rostlin v prib&hu patogenese a to zejména na reakci rostlin na jednu ze skupin
elicitord tzv. elicitiny.

V experimentalni ¢asti bylo cilem otestovat vliv aplikace vybranych elicitinQ
v pribéhu obranné reakce na metabolismus reaktivnich forem dusiku
v suspenzni kultufe tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) se zaméfenim na

sledovani zmén aktivity S-nitrosaglutathionreduktasy. Byl sledovan vliv na:

produkci reaktivnich forem dusiku a kysliku
aktivitu S-nitrosoglutathionreduktasy

intenzitu nitrace proteinu
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1. Abioticky a bioticky stres u rostlin

Rostliny jsou v pribéhu celého Zivota neustale vystavovany ménicim se
podminkam prostfedi s fadou environmentalnich faktort. PUsobeni nepfiznivych vlivu
zavazné ohrozujicich rostlinu jsou oznaovana jako stresové faktory neboli stresory.
Podle povahy stresového faktoru se jedna o bioticky nebo abioticky stres (Obr. 1).
Bioticky stres u rostlin je aktivovan biotickymi faktory, jako je napf. plisobeni hmyzu d&i
patogennich organismu (Thakur & Sohal, 2013). Za abioticky stres fyzikalni povahy
jsou zodpovédné napf. extrémni zmény teplot, nadmérné zafeni, pfipadné mechanické
posSkozeni rostlin. Abioticky stres mize byt dale vyvolan plsobenim chemickych
faktor(, napf. pritomnosti toxickych kovd nebo plynd v pudé, nedostatkem vody, Zivin
nebo kysliku (Prochazka et al., 1998). Stres mizeme dale rozliSovat podle délky
pusobeni na kratkodoby a dlouhodoby. Také jej Ize délit dle intenzity na slaby, silny az
chronicky stres zpUsobujici znaéné Skody, které mohou vést k bunécné a rostlinné
smrti (Lichtenthaler, 1996).

mechanické ucinky vétru
—FYZIKALNI ~!: nadmérné zareni (UV, viditelné)

L extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

ABIOTICKE FAKTORY — nedostatek vody (sucho)
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
nedostatek zivin v pudé

L CHEMICKE nadbytek iontl soli a vodiku v pudé

toxické kovy a organické latky v padé

toxické plyny ve vzduchu

herbivorni zivoéichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY patogenni mikroorganismy (viry, mikroby, houby)

vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitismus)

Obr. 1: Prehled biotickych a abiotickych faktorti (pfepracovano z Prochazka et al.,
1998)

Okamzité po zahajeni pusobeni stresového faktoru nastava faze signalni
neboli poplachova, kdy dochazi k naruSeni bunéénych struktur a funkci. Pokud neni
intenzita plsobeni stresoru letalni, dochazi v rostliné k mobilizaci kompenzacnich

mechanism( vedoucich ke zvySeni odolnosti rostlin a nastava faze rezistence neboli
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adaptacni. Pretrvava-li vSak intenzivni nebo chronické plsobeni stresoru, rostlina
pfechazi do faze poskozeni a vy€erpani a muze dojit az k odumfieni rostliny (Obr. 2).

Prisedly zplUsob Zivota rostlinam neumoziuje Unik pfed plsobenim stresoru.
Adaptace rostliny na nové podminky je mozna zvySenim odolnosti vuéi stresu
(Prochazka et al., 1998).

NESTRESOVANY SYSTEM SIGNALNI FAZE ADAPTACNI FAZE
systém v homeostazi > odlisné fyziologické > vnitini regeneracni
se svym prostiedim procesy procesy

A\ 4
FAZE POSKOZENI

ODUMRENI
ROSTLINY prekroceni adaptacni
kapacity

A

Obr. 2: Reakce rostliny na stresové plsobeni. Poc¢inaje signalni fazi pfi napadeni
patogenu muze pfi letalnich davkach stresoru dojit pfes fazi poSkozeni az k odumreni
rostliny (pfepracovano z Prochazka et al., 1998).

2. Patogeneze

2.1. Obecny uvod

Pusobeni patogennich organismu je jednim z nejdulezitéjSich faktoru
ovliviiujicich zivot rostliny. Patogeny jsou bunétné nebo nebunécné organismy, které
jsou schopny zpusobit onemocnéni na jednom nebo vice hostitelich. Mezi patogeny
fadime napfiklad bakterie, viry, houby, oomycety, hlistice nebo hmyz (Garcia-Brugger
et al., 2006). Patogeneze je proces, ktery vyjadfuje komplex interakci mezi patogenem
a hostitelem, ktery mize vyustit v chorobné stavy ohroZujici Zivot. Rostliny si vytvofily
na ochranu pfed napadenim patogenem a Sifenim infekce mnozstvi obrannych
mechanisma, které oznacCujeme jako specifické &i nespecifické. Skupina nespecifickych
mechanism( zahrnuje antimikrobialni sekundarni metabolity, mechanické bariéry i
proteiny, které zabranuji pruniku patogenu do bunky (Jones & Dangl, 2006). Do
specifickych obrannych mechanism( fadime déje slouzici k eliminaci patogenu.
U rostlin i zvifat se pfi aktivaci obranné reakce uplatfiuje patogen-asociovany

molekularni model PAMP (patogen associated molecular patterns). Je to receptorovy

-11 -



komplex na povrchu bunék patogent, kterym je umoznéno rozpoznavani hostitelskou
burnikou (Boller, 1995).

2.2. Interakce rostliny s patogenem

Utoky patogent na rostliny jsou rozpoznavany prostfednictvim sloudenin -
elicitort spoustéjicich obranné reakce rostliny. Schopnost rozpoznat patogen zavisi na
genetické vybaveé jak rostliny, tak patogena. Tuto schopnost popisuje model ,gen-for-
gen“ (Flor, 1942; Flor 1971). Patogeny obsahuji geny avirulence (Avr geny), které bud
pfimo produkuji bilkovinu (napf. elicitin) nebo koéduji enzymy, které katalyzuji tvorbu
elicitoru. Hostitelska burika naopak obsahuje geny resistence (R geny). V pfipadé, ze
rostlina obsahuje gen rezistence (oznacovan ,R") a patogen gen avirulence (Avr) jedna
se o0 tzv. inkompatibilni reakci (Obr. 3) (Mejia-Teniente et al., 2010). Patogen napadne
rostlinu, je v8ak rozpoznan a rostlina reaguje napf. hypersenzitivni reakci (nekrézou
pletiva) v misté napadeni, cozZ je forma rostlinné programované buné&cné smrti (Heath,
1998). Pokud naopak u patogenu nebo rostliny dany gen chybi, hovofime o tzv.
kompatibilni interakci (Buchanan et al, 2000). Patogen neni rozpoznan rostlinnou
burikou, pronikne do rostliny, kde se dale mnozi a zpUsobi postupnou likvidaci
hostitele.

Usp&8na obrana rostlin zavisi na véasném rozpoznani patogena rostlinou a
okamzité indukci obranné odpovédi (Dokladal et al., 2012). Ta se muze projevit jiz
v prvnich minutach az do nékolika hodinového trvani pfi pusobeni elicitoru. Obranna
reakce muze zahrnovat napfiklad zmény ve stavbé plasmatické membrany, fosforylaci
proteind nebo produkci oxidu dusnatého €i reaktivnich forem kysliku (Garcia-Brugger et
al., 2006).

-12 -
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Bakterie | Avrgeny >
Houby

Povrch patogena
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—

Obr. 3: Interakce rostlina-patogen. Primarni imunitni odpovéd rostliny (pfevzato
Z Mejia-Teniente et al., 2010)

3. Elicitory

3.1. Zakladni charakteristika

Elicitory jsou obecné nizkomolekularni latky schopné vyvolat kaskadu reakci
vedoucich k tvorbé obrannych gen rostliny (Lyon et al., 1995). Z chemického hlediska
jsou to latky velmi rozmanité. Mohou byt jak polymerniho, tak i oligomerniho di
monomerniho charakteru. Pdvodné byly definovany N. T. Keenem jako induktory
biosyntézy fytoalexinu (Keen, 1975). Mezi elicitory fadime napfiklad peptidy, proteiny,
B — glukany, oligogalakturany, lipopolysacharidy ¢i mastné kyseliny. Exogenni elicitory
jsou patogenniho puvodu. Elicitory endogenni jsou latky uvolnéné rostlinou po
napadeni patogenem. Do této kategorie patfi hlavné glykoproteiny a oligosacharidy
(Akimoto et al., 1999), které mohou pusobit v rostliné jako dilezity regulacni signal
v procesu rostlinného vyvoje a ristu (Pei, 2006).

Elicitory se dale déli na obecné Ci specifické. Obecné elicitory zahrnuiji
fragmenty bunéénych stén (napf. glukany) nebo nizkomolekularni latky (mastné
kyseliny a steroly). Specifické elicitory jsou charakteristické pro dany typ patogenu
(Jones & Dangl, 2006). Elicitory interaguji v rostliiné s R proteiny, které jsou
produkovany R geny, coz jsou geny rostlinné resistence vuci patogenim. R protein je

vétSinou receptor. Ten je vtésném spojeni s bunéCnou sténou a zajiStuje mozny
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kontakt elicitoru s povrchem rostlinné bunky (Obr. 4). Po interakci elicitoru
s receptorem je spusténa kaskada reakci vedoucich k tvorbé obrannych genu, syntéze
sekundarnich metabolitd a nékterych rostlinnych hormonu, jako je napf. kyselina

jasmonova (Zhao et al., 2005).

Apoplast Elicitory
| " / \
) ) Iontovy kanal W

Plasm. membrana

N R s\ T

o-Linolenova l:yselina Ly3°f°3f0|ipidy

Cytosol hﬁw l "
ipoxygenasa
13(S)-Hydroperoxyoktadekatrienovi kys. — Traumatin a 2(E)—hexena]
Lipidicki peroxidace l 2
m 858

l reduktasa ExPrese obrann}’rdl gend
Dibydro—lZ-oxofytodienové kys
L Ix ﬁ— oxidace
Cyklické oxylipiny < l
I kaeling Biosyntéza sekundirnich
e D ’ { S e, mebblL
Met]lyljasmomit
Biosyntéza sekundirnich
metaboliti

Obr. 4: Schéma mechanismu pusobeni elicitorl, spusténi obranné reakce
vedouci k syntéze kyseliny jasmonové: Elicitory jsou rozpoznavany prostfednictvim
receptortd umisténych na plasmatické membrané (nebo v cytoplasmé), ty mohou dale
aktivovat iontové kanaly, NADPH oxidasu, G-proteiny ¢i fosfolipasy (PLA). Fosfolipasy
hydrolyzuji fosfolipidy (napf. fosfatidylcholin - PC) za uvolnéni mastnych kyselin, ty pak
mohou byt prekurzorem pro syntézu kyseliny jasmonové nebo jsou oxidovany pomoci

vvvvvv

rostlin (pfepracovano ze Zhao et al., 2005)
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3.2. Interakce elicitor - rostlina

Signalni transdukce elicitort je sou¢tem mnoha jednotlivych reakci vedoucich
k tvorb& ucinné obrany. Rozpoznani elicitoru rostlinnymi burikami vede k fadé
obrannych reakci, které mizeme délit na ranou a pozdni fazi (Zhao et al., 2005). Do
obrannych reakci rané faze fadime napfiklad tok iontl pfes plasmatickou membranu
(Ca**, CI, K%, depolarizaci membrany, aktivaci G-proteind, zvy$enou aktivitu
proteinkinas a fosfolipas, syntézu toxickych ROS (peroxidu vodiku H,O, a
superoxidového aniontu O,), produkci NO a lipidickou peroxidaci. Pozdni faze je
charakterizovana syntézou sekundarnich metabolitll a signalnich molekul (kyselina
salicylova, jasmonova, ethylen), expresi PR proteinl jako jsou napf. chitinasy,
peroxidasy nebo glukanasy, €i strukturnimi zménami bunééné stény (Radman et al.,
2003).

3.3. Elicitiny

Elicitiny jsou malé pfirodni proteinové elicitory s molekulovou hmotnosti
pfiblizné 10 kDa (Ponchet et al., 1999). Elicitiny jsou sekretovany zastupci rodu
Phytophthora (Ricci et al., 1998) a Pythium zfadu Pythiales oddéleni Oomycet
(Ponchet et al., 1999, Panabiéres, 1997). V tabulce 1 jsou uvedeny zastupci elicitind
obou rodu. Elicitiny obsahuji obvykle 98 aminokyselin a strukturné se velmi podobaiji.
Struktura elicitind je tvofena péti a-helixy, jednim B-skladanym listem a w-smyckou
(PleSkova et al., 2011). Struktura w-smycky je velice flexibilni a hraje duleZitou roli pfi
vazbé sterolu (Dokladal et al., 2012). Hydrofébni dutina se nachazi v jadfe proteinu a je
propojena tunelem s povrchem proteinu (Gooley, 1998). Elicitiny obsahuji Sest
cysteinovych residui, které tvofi tfi disulfidické mustky. Ve struktufe elicitind chybi
aminokyseliny tryptofan, histidin a arginin, naopak aminokyseliny threonin a serin jsou
zastoupeny az z 30 % (Ponchet et al., 1999).

Na zakladé izoelektrického bodu (pl) mizeme rozdélit elicitiny na zasadité (B-
elicitiny) s pl vétSim nez 7,5 a kyselé (a-elicitiny) s pl do 5. Na rozdil do bazickych
elicitind jsou kyselé elicitiny sekretovany vSemi druhy rodu Phytophthora, bazické
pouze nékterymi. LiSi se také v soucltu celkového naboje, kdy zasadité elicitiny
obsahuji Sest pozitivné nabitych lysinovych residui, zatimco kyselé pouze 2-4 residua
(Ponchet et al., 1999). Lysinovy zbytek na pozici 13 ma vyznamnou roli v nekrotické

aktivité B-elicitind, a-elicitiny obsahuji na této pozici hydrofébni valinovy zbytek. Kladny
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naboj ma také velmi vyznamnou roli pfi vazbé lipidd, nema vsak vliv na vazbu sterolu

do dutiny proteinu (PleSkova et al., 2011). Elicitiny nevykazuji Zadnou proteasovou, [3-

glukonasovou a fosfolipasovou, ¢&i jinou enzymovou aktivitu (Lochman et al., 2005).

Tab. 1. Zastupci rodu Phytophthora a Pythium (Ponchet et al., 1999; Yu, 1995;
Panabiéres et al, 1997; Lascombe et al., 2007)

Elicitin Oomyceta

Bral Phytophthora brassicae
Capsicein Phytophthora capsici
Cinnamomin Phytophthora cinnamomi
Citrophthorin Phytophthora citrophthora
Drechslerin Phytophthora drechsleri
Infestin Phytophthora infestans
Kaktorein Phytophthora cactorum
Kryptogein Phytophthora cryptogea
Megaspermin Phytophthora megasperma
Parasiticein Phytophthora parasitica
Raml Phytophthora ramorum
Sojein 1-4 (SOJA-1-4) Phytophthora sojae
Marsipin Pythium marsipium
Oedochilin Pythium oedochilum
Oligandrin Pythium oligandrum
POD-1, POD-2 a POS-1 Pythium oligandrum
Sylvaticin Pythium sylvaticum

Vexiny-Vexl, Vex 2

Pythium vexans

3.3.1. Kryptogein

Kryptogein (Obr. 5) je proteinovy elicitor (elicitin) sekretovany fytopatogenni

oomycetou Phytophthora cryptogea, ktera zpusobuje nekrézu na listech tabaku

(Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) (Lebrun-Garcia, 1998). Kryptogein ma globularni

strukturu a fadi se do skupiny B-elicitind (Gooley, 1998). Jeho molekulova hmotnost
stanovena metodou MALDI-MS ma hodnotu 10 386 Da (Dokladal et al., 2012).

Koncentrace potfebna pro vyvolani specifickych symptom( je u kryptogeinu

pfiblizné 100-200 nM.
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Obr. 5: Struktura B-kryptogeinu vytvofena na zakladé tridimensionalni NMR:
Postranni fetézce rezidui 33, 42, 47, 60, 87, 90 a Met 35, 50, 59 hydrofébniho jadra
jsou znaeny modfe. Lysinovy zbytek na pozici 13 (zelené) ma vyznamnou roli
v nekrotické aktivité p-elicitind (prfevzato z Fefeu, 1997).

Aplikace kryptogeinu k bunétné suspenzi vyvolava tzv. hypersenzitivni reakci
(HR), coz je unikatni obranny systém rostlin (Hirasawa et al., 2005). Kryptogein je
rozpoznan pres specifické receptory v plazmatické membrané, které obsahuji
heterodimericky N-glykoprotein s podjednotkami o velikosti 162 a 50 kDa. Prvnim
krokem pfed navazanim elicitinu na receptor na plasmatické membrané rostlin je
tvorba komplexu se sterolem, kterym je napf. ergosterol. Rozpoznani kryptogeinu
rostlinnou bunkou ma za nasledek napf. fosforylaci protein(i, aktivaci MAP kinas,
inhibici proteinkinas, spusténi syntézy ROS stejné tak jako inhibici transportu glukosy,
inhibici H*-ATPasové pumpy ¢i alkalizaci extracelularni tekutiny (Obr. 6) (Dokladal et
al., 2012). Po aplikaci kryptogeinu dochazi k produkci ethylenu a kumulaci fytoalexin(,
napf. kapsidiolu (Lochman et al., 2005). U kryptogeinu nebyla nalezena Zadna

enzymova aktivita.
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Obr. 6: Model signalni kaskady indukované kryptogeinem v bunéénych
suspenzich tabaku: V prvnim kroku (1) interaguje kryptogein s receptorem. Nasleduje
fosforylace proteinti (2) a zvySeny pFijem Ca?" iontll (3) rostlinnou burikou. Ca®" ionty
aktivuji mnoho dalSich membranovych proteint napf. chloridovy (A;) €i draselny (A,)
kanal - nasleduje depolarizace plasmatické membrany; dale aktivuji NADPH oxidasu
(As) a MAP kinasy (A;). Naopak dochazi k inaktivaci H'-ATPasové pumpy (Aj).
Aktivace NADPH oxidasy (As) ma za nasledek produkci ROS, alkalizaci extracelularni
tekutiny a acidifikaci cytosolu. Pentosafosfatova draha regeneruje NADPH jako zdroj
elektrond NADPH oxidasy, inhibovat ji Ize pfidavkem glukosamin-6-P. Staurosporin
inhibuje fosforylaci a La** ionty inhibuji pfijem Ca®* iontl (pfepracovano z Lebrun-
Garcia, 1999).

3.3.1.1. Mutantni formy kryptogeinu

Pro studium vlastnosti kryptogeinu bylo pfipraveno mistné fizenou mutagenezi
nékolik mutantnich forem. Jedna se o modifikaci residui aminokyselin zodpovédnych
za vazbu sterolu, fosfolipidd nebo obou téchto sloucenin, aniz by vSak nastaly zmény

v misté w-smycky i v celé proteinové struktufe (Dokladal et al., 2012).
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Protein X24 je elicitin pfipraveny expresi genu pro kryptogein v kvasince Pichia
pastoris. LiSi se od nativni formy kryptogeinu izolovaného z P. cryptogea pfitomnosti
sekvence EAEA na N-konci molekuly. Tato sekvence se neodstépi pfi sekreci, zajistuje
transport proteint do extracelularniho prostoru a lehce sniZuje jeho biologickou aktivitu.

Elicitin L41F by pfipraven zaménou malé nepolarni aminokyseliny leucinu
v misté 41 za objemnéjSi aminokyselinu fenylalanin (Obr. 7). Tato mutace vyrazné
snizuje schopnost vazby k plasmatické membrané a syntézu ROS. Molekulova

hmotnost tohoto mutantu byla stanovena na 10 418 Da.

Obr. 7: Mutantni forma kryptogeinu L41F: Maly nepolarni leucin byl zaménén za
objemnéjsi hydrofébni fenylalanin (pfevzato z Dokladal et al., 2012)

Mutant V84F s nahrazenym valinem v pozici 84 za objemngjsi fenylalanin ma
vyrazné snizenou schopnost vazat steroly, naopak v pfenosu fosfolipidd a ve vSech
dalSich parametrech je tento mutant a jeho vlastnosti velmi podobny kryptogeinu (WT).
Molekulova hmotnost mutantu V84F byla ur¢ena metodou MALDI MS pfiblizné na
10 433 Da. Rezistence vyvolana mutantem V84F byla srovnatelna s kryptogeinem
(WT) (Dokladal et al., 2012). Zmény vlastnosti jsou shrnuty v tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2: Srovnani vlastnosti kryptogeinu (wild type) a jeho mutanti L41F a V84F.
Kapsidiol je antimikrobialni latka patfici mezi fytoalexiny. Schopnost syntézy kapsidiolu
se vztahuje ke schopnosti elicitini syntetizovat ROS a souvisi s nekrotickou aktivitou
(pfepracovano z Dokladal et al., 2012).

DHE NBD-PC Vazba Syntéza Akumulace Indukce

Mutace
pfenos pfenos k PM ROS kapsidiolu resistence
wild type +++ +++ +++ +++ +++ +++
V84F + +++ +++ +++ ++ +++
L41F +++ ++ + + - +

Vysvétlivky: DHE  (7-dehydroergosterol), NBD-PC (fosfatidylcholin  zna&eny
nitrobenzoxadiazolem), PM (plasmaticka membrana), ROS (reaktivni formy kysliku)

3.3.2. Oligandrin

Oligandrin je extracelularni nizkomolekularni protein - elicitin produkovany
fytopatogenni oomycetou Pythium oligandrum (Lherminier et al., 2003). Tato oomyceta
produkuje kromé oligandrinu také dalSi tfi proteinové elicitory (elicitiny): POD-1, POD-2
a POS-1, coz jsou proteiny bunécné stény. POS-1 je velikosti podobny POD1 a jejich
sekvence je stejna prvnich dvacet aminokyselin (Masunaka et al., 2010).

Izoelektricky bod oligandrinu je 4,5, fadime ho tedy mezi a-elicitiny (kyselé).
Molekulova hmotnost je pfiblizné 10 kDa a obsahuje 100 aminokyselin. Ma
charakteristickou N-koncovou sekvenci. PFfi stanoveni této N-terminalni sekvence
oligandrinu byla nalezena podobnost se tfinacti elicitiny sekretovanymi nékterymi druhy
Phytophthora a Pythium (Obr. 8). Na rozdil od jinych elicitind vS8ak oligandrin
nevyvolava u hostitelské rostliny hypersenzitivni reakci spojenou s nekrotickou
aktivitou, coz je spojeno s rozdilnym poradim aminokyselin v sekvenci (Picard et al.,
2000). Indukuje vSak expresi obrannych genu spojenych s tvorbou kyseliny jasmonové
a ethylenu, jez hraji dulezitou roli v resistenci vici chorobam (Kawamura et al., 2009).

Analyza sekvence oligandrinu ukazala nejvétsi zastoupeni aminokyselin
treoninu a serinu (30 %), naopak aminokyseliny tryptofan, arginin a histidin zcela
chybély.

Oligandrin indukuje rezistenci va&i P. parasitica v rajCeti (Lycopersicon
esculentum), pro které je specificky. Tento elicitin také vyvolava systematickou
rezistenci v0¢i rodu Fusarium (srpatka). U rostlin raj¢at infikovanych parazitem

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici bylo po aplikaci oligandrinu nalezeno
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menSi poskozeni rostliny a také byla zaznamenana redukce symptomua vadnuti

v pritomnosti tohoto elicitinu (Radman et al., 2003).

10 20 30 40

I | I I
Cxy TACTATQOTAAYKTLVSILEDASFNQCSTDSGY SMLTAKAL
Cin-b TACTATQOTAAYKTLVSILSESSFSOQCSKDSGYSMLTATAL
Dre-b TACTSTQOTAAY TTLVSILSDSSFNRKCASDSGY SMLTARAL
Meg-b TACTTTOOTAAYKTLVSILSESSFNQCSKDSGYSMLTATAL
Cap ATCTTTOQOTAAYVATLVSILSDSESFNQCATDSGY SMLTATATL
Par TTCTTTOOTAAYVALVSILEDTSFNQUCSTDSCEY SMLTATSL
Cac ATCTSSQOTAAYVATLVSILSDTSFNQCSTDEGY SMLTATSL
Cin-a TTCTSTOOTAAY VAL VST LSDSSFSOQCATDSGY SMLTATSL
Dre-a TTCTSTOQTAAYVILVSILEDSSFIQCATDSGY SMLTATAL
Meg-a TTCTSTOOTAAYVTLVSILSDSSFNQCATDSGY SMLTATATL,
Inft TTCTTESQQTVAYVALVSILSDTSFNQUSTDSGY SMLTATSL
Vexl TACTTTQOTAAYVALVSILSDDNEFSQCSTDSGY SMLTATATL
Vex? TACTTTOQOTAAFVALVSVLSTDNFNQCSTDSGY SMLTATAT,
Olig ATCTDEQFSDSEIIKLTPAIG--SVESGCTADSGFTMIPPTGL
Align cokE o oLl L R mER L kLK

Obr. 8: Srovnani aminokyselinové sekvence oligandrinu (Olig) a nékterych
dalSich elicitinti z rodu Phytophthora a Pythium: hvézdi¢ka (*) znaci 10 residui
aminokyselin identickych pro v8echny elicitiny (tvofi 24,4 %), dvojtecka (:) znali devét
aminokyselin s velkou shodou (21,9 %) a tecka (.) znaCi velmi malou podobnost
v aminokyselinovém slozeni (10 aminokyselinovych residui, 24,4 %).

Vysvétlivky: Cry znali kryptogein (Phytophthora cryptogea), Cin-a,b pak
kyselou a bazickou formu elicitinu cinnamominu (Phytophthora cinnamomi), Dre-a,b
znaci kyselou a bazickou formu dreschlerinu (Phytophthora drechsleri), Meg-a,b
oznaCuje kysely a bazicky elicitin megaspermin (Phytophthora megasperma). Cap
znaci kysely elicitin capsicein (Phytophthora capsici), Par, kysely elicitin (Phytophthora
parasitica), Cac, kysely elicitin kaktorein (Phytophthora cactorum), Inf znaci kysely
elicitin infestin (Phytophthora infestans) a Vex1, Vex2 oznacuje kyselé elicitiny vexiny
(Pythium vexans) (pfevzato z Picard et al., 2000).

4. Reaktivni formy dusiku a kysliku

4.1. Obecna charakteristika

Reaktivni formy dusiku (RNS) a kysliku (ROS) jsou dulezité molekuly

v rostlinnych systémech. Maji vyznamnou roli v obranném mechanismu rostlin jako
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signalni molekuly. ZvySena koncentrace ROS a RNS spojena s reakci na pusobeni
stresovych faktord maze mit toxické ucinky na rostlinnou buriku. K produkci ROS i RNS
dochazi i za fyziologickych podminek. Rostliny musi obsahovat systémy, které umozni
deaktivaci ¢i odbourani ROS a RNS a udrzeni jejich hladiny v rostlinném organismu na

urcité urovni (Prochazka et al., 1998).

4.2. Reaktivni formy kysliku

Uloha reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) ma v Zivych
organismech nezastupitelny vyznam. Dfive byly ROS povazovany pouze jako
nebezpecné produkty vznikajici pfi plsobeni stresového faktoru, které byly
odstrafiovany pusobenim antioxida¢nich systému. Dnes je jiz vS8ak znama signalni
funkce téchto molekul, které zprostfedkovavaji obranné odpovédi na bioticky a
abioticky stres a kontroluji programovanou bunéénou smrt (Neill et al.,, 2002; Vera-
Estrella et al.,, 1994). ROS vznikaji také za fyziologickych podminek jako toxické
meziprodukty aerobniho metabolismu. Mezi ROS vyskytujici se v rostlinach patfi
vSechny redukované ¢i aktivované formy atmosférického kysliku (O,), které vznikaji
excitaci O, na singletovy kyslik (O,') &i pfenosem jednoho, dvou nebo ti elektront na
0O,. Jmenovité se jedna o peroxid vodiku (H.O,), superoxidovy anion-radikal (O, ),
hydroxylovy ion (OH’), hydroxylovy radikal (OH’) a perhydroxylovy radikal (O,H")
(Mittler, 2002). Na rozdil od atmosférického kysliku mohou ROS neomezené oxidovat
bunécné komponenty, coz muze vést az k destrukci bunky (Neill et al., 2002).

Produkce a lokalizace vzniku ROS v rostlinach je velmi rozmanita. Muze se
jednat o reakce pfirozeného metabolismu, jako je elektronovy transportni Ffetézec
fotosyntetického aparatu Ci respirace. Pfehled enzym( podilejicich se na produkci ROS
je uveden v tabulce 5. Systémy produkujici ROS jsou lokalizované v fadé organel, jako
jsou chloroplasty, mitochondrie, endoplasmatické retikulum, peroxisomy, glyoxysomy,
vakuoly, dale v cytosolu, v plasmatické membrané, v apoplastu a v bunécné sténé.
(Neill et al., 2002).
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Tab. 3: Enzymy podilejici se na produkci ROS, jejich lokalizace a vznikajici ROS
(pFepracovano z Mittler, 2002).

Enzym Lokalizace ROS
Glykolatoxidasa Per 0O,
NADPH-oxidasa PM (O

Oxalatoxidasa Apo H.0,
Peroxidasy BS H,0,, O,
Xanthinoxidasa Per Oy
Aminooxidasa Apo H,O,

Vysvétlivky: Per (peroxisom), PM (plasmatickd membrana), Apo (apoplast), BS
(bunécna sténa).

4.2.1. Odbouravani ROS

Nejuniverzalnéjs§im aparatem podilejicim se na degradaci ROS je systém ffi
enzymU: superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1), ktera katalyzuje pfeménu
superoxidu na peroxid vodiku, askorbatperoxidasy (APX, EC 1.11.1.11), ktera rozklada
peroxid vodiku za pfitomnosti L-askorbatu a enzymu katalasy (CAT, EC 1.11.1.6)
katalyzujici pfeménu H,O, na kyslik a vodu (Mittler, 2002). V rostlinach se SOD
vyskytuje dokonce ve tfech typech dle kofaktoru, kterym je bud zinek s médi (Cu/Zn
SOD), Zelezo (Fe-SOD) nebo mangan (Mn-SOD). U reakce s APX je potiebna
pfitomnost L-askorbatu a nasledné pfi regeneraci dehydroaskorbatu také glutation
spole¢né s enzymy dehydroaskorbatreduktasou (EC 1.6.5.4) a glutathionreduktasou
(EC 1.8.1.7) (Obr. 9) (Prochazka et al., 1998).
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20, + 2H*
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Obr. 9: Odbouravani superoxidu v rostlinnych burikach enzymatickou cestou.
Déje se tak za ucasti SOD redukujici superoxid na peroxid vodiku, enzymu APX
nasledné rozkladajici peroxid za pfitomnosti askorbatu, dehydroaskorbatreduktasy a
glutathionreduktasy podilejici se na regeneraci dehydroaskorbatu (pfevzato
z Prochazka et al., 1998).

Tab. 4: Enzymy podilejici se na degradaci ROS a jejich lokalizace (pfepracovano
z Mittler, 2002)

Enzym Lokalizace ROS
Superoxiddismutasa Chl, Cyt, Mit, Per, Apo O,
Askorbatperoxidasa Chl, Cyt, Mit, Per, Apo H,O,

Katalasa Per H,O,
Glutathionperoxidasa Cyt H,O,

Peroxidasy BS, Cyt, Vak H,O,
Thioredoxinperoxidasa Chl, Cyt, Mit H,0,

Vysvétlivky: Per (peroxisom), Apo (apoplast), BS (bunécna sténa), Chl (chloroplast),
Cyt (cytosol), Mit (mitochondrie), Vak (vakuola)

Rostliny se pfed oxidacnim poSkozenim (tzn. nerovnovahou mezi tvorbou a

degradaci ROS) chrani také neenzymové, a to napf. diky systémim pfimé deaktivace,
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jako jsou nizkomolekularni antioxidanty karotenoidy Ci a-tokoferol (vitamin E). Ty se
podileji na pfeméné volnych radikall za vzniku neutralnich sloucenin. DalSimi
(vitamin C), jehoz pfitomnost byla prokazana u vétSiny typG rostlinnych bunék,
pfevazné ve stromatech chloroplastu, ale objevuje se také v cytosolu, mitochondriich,
vakuolach & bunééné sténé. Koncentrace L-askorbatu v burice se pohybuje

v milimolarnich mnozZstvich, napf. ve $penatu okolo 50 mmol.I™* (Smirnoff, 1996).

4.3. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) i pfes svUj kratky polo¢as zivota, ktery byl stanoven na méné
nez 6 s, hraje vorganismu dulezitou roli jako signalni molekula, ktera aktivuje
obrannou odpovéd po napadeni rostliny patogenem (Klessig et al., 2000). Svym
pusobenim také zasahuje do rlstu a vyvoje rostliny, ovliviiuje napf. produkci
fytoalexinu ¢&i pohyb priiduchl. Jakozto plynny radikal volné difunduje pfes membrany
a jeho biologické uc€inky se vztahuji k ucinklim ROS. Je znam jako obecny intra a
intercelularni mediator funkci buriky (Foissner et al., 2000).

Mezi RNS se fadi dale oxid dusiCity (- NO,) vznikajici reakci peroxydusitanu
s hemovou peroxidasou, dusitan (NOy), ktery maze byt zpatky redukovan na NO napf.
hemoglobinem, ¢&i peroxydusitan (ONOO-) vznikajici reakci radikalu oxidu dusnatého
(NO* ) se superoxidovym anionradikalem (O,+ °) (Hill et al., 2010) (Tab. 3).

Tab. 5: Reaktivni formy dusiku (pfevzato z Hill et al., 2010).

Druh molekuly Funkéni vzorec
Oxid dusnaty NO, - NO
Nitroxyl HNO, NO
Nitrosoniovy kation NO*

Dusitan NO,

Dusi¢nan NOs

Oxid dusity N,O3

Oxid dusny N.O

Oxid dusicity NO,, = NO,
Peroxydusitan ONOOH, ONOO’
Peroxydusicnan O,NOO
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Nitrosoperoxokarbonat ONOOCO;
Amoniak NH;
Hydroxylamin NH,OH

Tab. 6: Biologické aktivity NO v rostlinach (pfepracovano z Beerling et al., 2001).

Tkan nebo Fyziologicky ucinek Druh rostliny Optimalni
organ koncentrace
NO

Semena Indukce kli¢eni Hlavkovy salat 10°
Inhibice buné&né smrti u lepku JeCmen 10°

Koreny Prodluzovani kofent Kukufice 10™"°
Indukce tvorby adventivnich kofent Okurka, levandule 10°-10°

Hlizy Tvorba hliz Brambory 10°

Hypokotyl Inhibice rastu pfi nizkém osvétleni Hlavkovy salat, 10°

Husenicek

Stonek Inhibice prodluzovani internodii pfi Brambory 10°
Spatném osvétleni

Listy Oddaleni senescence Hrasek 5x10°
Uzavieni praducha P$enice 10°
Rozsifovani listd Hragek 5x10°
Indukce obranné reakce Husenicek, tabak 2x10°
Inhibice bun&&né smrti Brambory 10°

Mechanismem zprostfedkovavajicim pusobeni NO je postranslaéni modifikace
thiolovych residui v proteinech zvana S-nitrosace a nitrace specifickych tyrosinovych
residui v proteinech, vedouci ke zménam konformace modifikovaného proteinu a
nasledné k ovlivnéni jeho biologické aktivity (Martinez et al, 2004, Ischiropoulos, 2003).
NO vyskytujici se jako volny radikal Ize stabilizovat dvéma mechanismy: reakci
s molekulami obsahujici neparovy elektron a interakci s d-orbitaly pfechodnych kovd,
zejména se Zelezem. Pfi druhé zminéné reakci NO tvofi vazbu se Zelezem obsazenym
v molekule hemu v zivych organismech. Jedna se o dulezitou reakci, kdy NO
posttranslaéné aktivuje napf. guanylatcyklasu, coz vede k pfechodnému zvySeni
hladiny cyklického GMP (cGMP) (pfevzato z Beerling et al., 2001).
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4.3.1. Vznik NO

Oxid dusnaty muze byt produkovan nékolika enzymovymi nebo neenzymovymi
zpusoby (Obr. 10), napf. pusobenim enzymu NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39),
enzymu nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1), neenzymové disputaci dusitanu v kyselém

pH apoplastu nebo redukci dusitanu kyselinou askorbovou na NO.

NO Denitrifikace

NO3- —

NR
L-arginin + O,+ NADPH

hv
karotenoidy

NR
NiNOR NO; Ny
AN kyselé pH
L-citrulin+H,0 + NADP*

Fixace dusiku

Nitrifikace
NO, NO N,0 NH " |

Obr. 10: Vyskyt a vznik oxidu dusnatého v rostlinach: NOS - NO syntasa, NR -
nitratreduktasa, NINOR - nitritreduktasa lokalizovana v plazmatické membrané.
(pfevzato z Piterkova et al., 2008)

4.3.1.1. Enzymy podilejici se na produkci NO

Jednim z enzym0 podilejicich se na produkci NO u rostlin je NO syntasa, ktera
je dosud dobfe charakterizovana pouze u zivo€ichta (Hill et al., 2010). V pfitomnosti
NADPH a kysliku je guanidinovy dusik aminokyseliny L-argininu oxidovan na NO za
vzniku L-citrulinu.

Produkce NO byla popsana pfi redukci dusitanu (NO,) za pfitomnosti enzymu

nitratreduktasy (NR). NR je lokalizovana v cytosolu a jeji aktivita zavisi na snizujicim se
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pH. Hem je prostetickou skupinou daného enzymu. Hlavni funkci NR je pfeména
dusi¢nanu na dusitany za katalyzy NAD(P)H. Mezi dal$i ulohy NR patfi ovliviiovani
¢innosti praduchd (Neill et al., 2008), aktivace antioxida¢nich enzym( (Sang et al.,
2008) nebo signalizace po napadeni patogenem.

DalSim pfikladem redukéniho mechanismu podilejicim se na vzniku NO je
enzym xanthinoxidasa (XOD, EC 1.17.3.2) lokalizovana v peroxisomech (Obr. 11).
Dominantnimi produkty XOD za aerobnich podminek jsou superoxid a kyselina
mocova. Za anaerobnich podminek pak vznika NO. XOD pro tuto reakci vyuziva
substrat NADH nebo xanthin (Gupta et al., 2011). Enzym obsahuje v aktivnim misté

kovy (Mo, Fe) a koenzymem je FAD.

Bunécna sténa
i Dusi¢nan Dusitan
Sukcmat\ =7 =7
PM-NR PM NiNOR |

Plaématicka
embrana

Dusi¢nan

Dusitan <‘%

Mitochondrie

Peroxisom

Obr. 11: Prehled biosyntetickych reakci oxidu dusnatého: Rostlinna bunka
s enzymy lokalizovanymi v buné&nych komponentech. Modré Sipky ukazuji redukéni
mechanismy, zelené Sipky pak oxidacni mechanismy vzniku NO (pfepracovano
z Gupta et al., 2011).
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Vysvétlivky: NOA (NO-asociovany protein), NOS (NO synthasa), NOS-like (reakce,
které pfipominaji tvorbu NO katalyzovanou zvifeci NOS), PM-NR (nitratreduktasa
vazana na plasmatickou membranu), PM-NINOR (nitritreduktasa vazana na
plasmatickou membranu), XOR (Xanthinoxidoreduktasa), Hb1l (nesymbioticky
hemoglobin-1), GSNOR (S-nitrosoglutathionreduktasa), GSNO (S-nitrosoglutathion),
CII/IV (cytochromové komplexy dychaciho fetézce), ROS (reaktivni formy kysliku).

4.3.1.2. Neenzymova produkce NO

Oxid dusnaty muze vznikat v burfikach také neenzymovou cestou. Pfi jedné
z takovychto reakci se v chloroplastech redukuje dusitan na NO za katalyzy
karotenoidll, kdy tato reakce vyzaduje svétlo. Dalsi neenzymovy vznik NO byl popsan
v rostlinnych burikach a pletivech za fyziologickych podminek, kdy byl za pfitomnosti
kyseliny askorbové redukovan dusitan (Yamasaki et al., 2000). V kyselém pH

apoplastu dochazi k dismutaci dusitanu na NO a dusi¢nan (Stohr et al., 2002).

5. S-nitrosoglutathionreduktasa

5.1. Obecna charakteristika

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je  kliCovy enzym  pusobici
v mechanismu regulace hladiny oxidu dusnatého (NO) a S-nitrosothioll (obecna
struktura RS-NO), coz jsou stabilngjsi slouceniny s delSim poloasem Zzivota nez NO a
slouzi prfedevsim k jeho transportu a jako zasoba oxidu dusnatého. NejvySe pocetné
zastoupeny S-nitrosothiol je S-nitrosoglutathion (GSNO). Aktualni oznaCeni enzymu S-
nitrosoglutathionreduktasa jesté nebylo doposud schvaleno Mezinarodni komisi pro
biochemii a molekularni biologii NC-ITUBMB (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology), je to vSak nejpouzivanéjSi
a nejrozsirenéjsi termin ve védeckych publikacich.

Enzym GSNOR je znam také pod nazvy S-(hydroxymethyl)
glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284) nebo glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa. Systematicky nazev je S-(hydroxymethyl)
glutathion:NAD"oxidoreduktasa.
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GSNOR se fadi mezi zinek-dependentni alkoholdehydrogenasy tfidy Il (ADH3).
Preferovanym substratem je S-nitrosoglutathion (GSNO), jehoz katalyticka aktivita byla
stanovena na 94 300 mM™ min™ (Gaston et al., 2003).

DalSim vyznamnym substratem je S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH), ktery
spontanné vznika z glutathionu a formaldehydu. Tato reakce pfedstavuje klicovy krok
pfi detoxifikaci organismu exogenniho i endogenniho formaldehydu. Syntéza substratu
HMGSH je u nékterych bakterii urychlovana enzymem S-(hydroxymethyl)
glutathionsynthasou (EC 4.4.1.22) (Kubienova et al., 2013). Substraty mohou byt také
alkoholy se stfedné dlouhym Fetézcem nebo w-hydroxy mastné kyseliny, napf. oktanol
¢i cinnamylalkohol. Tyto substraty v§ak maji mnohem mensi katalytickou u¢innost.

VSeobecna pfitomnost v bufice a jedineéné zachovavani struktury poukazuje,

Ze se jedna o enzym s vyznamnou funkci v zivych organismech (Staab et al., 2008).

5.2. Struktura a funkce GSNOR

GSNOR ma tak jako v8echny alkoholdehydrogenasy dimerni strukturu. Enzym
tvofi dvé podjednotky o molekulové hmotnosti 40 kDa. Kazda z nich obsahuje dvé
domény: jednu katalytickou a jednu vazici koenzym. Kazda z podjednotek také vaze
dva zinkové ionty. Zatimco prvni zineCnaty kation pIni pouze strukturni funkci, druhy se
chova jako Lewisova kyselina a aktivuje substrat v aktivnim misté, které je lokalizovano
mezi koenzymem a katalytickou doménou enzymu. V lidské ADH3 je tento katalyticky
zinek vazan na His69, Cys177 a Cys47. Strukturalni zinek je vazan pomoci Ctyf
cysteind. V binarnim komplexu FDH:NADH vykazuje zinek pentakoordinaéni stav
v jednom z aktivnich mist, kdy Glu67 slouzil jako paty ligand kromé standardnich
ligandu Cys44, Cys174 a His66 a molekuly vody (Sanghani et al., 2002).
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Obr. 12: Dimerni struktura rostlinné GSNOR ze Solanum lycopersicum: (A)
Katalyticka doména je znaCena €ern&, doména vazajici koenzym svétle hnédé. Atomy
zinku (zelené&) a koenzym NAD" (Zluta - atomy uhliku, ¢ervena - atomy kysliku, modra -
atomy dusiku) jsou znazornény kuliCkami. (B) Koordinace atomu zinku ve struktufe
apoenzymu. (C) Binarni komplex zinku s koenzymem NAD®. Molekula vody v aktivnim
misté je znazornéna Cervenymi kulickami (pfevzato z Kubienova et al., 2013).

Substratova specifita GSNOR, podobné jako ostatnich enzymu tfidy ADH3 se
vyrazné |i§i od ethanol-oxidujicich alkoholdehydrogenas, coz je v souladu se
strukturalnimi zménami uvnitf a v bezprostfedni blizkosti aktivniho mista (Obr. 12).
Vzhledem k substratové specifité jsou rezidua 53-59 a 113-120 lokalizovana mimo
katalytickou Stérbinu, €imz je podstatné rozSifeno aktivni misto. DalSi z pfitomnych
residui, Arg114 vytvafi pozitivni naboj v substrat vazajicim misté a usnadnuje tak
vazbu zaporné nabitych substratl, aktivatord a inhibitord. V dUsledku je tedy
nepostradatelny pfi aktivaci ethanol-dehydrogenasové aktivity a pro vazbu w-mastné
kyseliny (Staab et al., 2008).

Pfitomnost enzymu GSNOR byla zjisténa témér ve v8ech pletivech (u Zivocichu
v tkanich) a burikach, tudiz je pfedpokladana také jeji uloha v nitrosaénim stresu.
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Obr. 13: Reakce S-nitrosoglutathionreduktasy: A) Dehydrogenasova reakce za
pfitomnosti NAD®, produktem reakce je S-formylglutathion; B) NADH-dependentni
reduktasova reakce, produktem této reakce je N-hydroxysulfinamid (GSNHOH)
(Kubienova et al., 2012).

V dehydrogenasové reakci katalyzuje enzym pfeménu S-
(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) na S-formylglutathion, kde jako kofaktor plisobi
NAD". V reduktasové reakci dochazi k pfeméné S-nitrosoglutathionu na N-
hydroxysulfinamid za pfitomnosti vody, kde jako vedlejSi produkt vznikd amoniak (Obr.
13). O tom, zda reakce probéhne dehydrogenasovym nebo reduktasovym
mechanismem a jaky bude vysledny produkt, rozhoduje hladina redukovaného
glutathionu (GSH). Lidskd GSNOR preferuje jako substraty spiSe alkoholy s dlouhym
fetézcem, jako jsou w-mastné kyseliny nebo vétsi substraty typu HMGSH a GSNO,
vykazuje malou ucinnost k alifatickym alkoholdm s kratkym Fetézcem, jako je etanol.
Spatna katalyticka u&innost maZe byt vylepSena pfidavkem mastnych kyselin se
stfedné dlouhym Fetézcem (Sanghani et al., 2002). Za ucinnou vazbu HMGSH stejné
tak jako GSNO jsou zodpovédné prevazné rezidua Arg114, Thrd6, Asp55, Glu57 a
také katalyticky zinek.
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5.3. Uloha GSNOR v reakci rostlin na bioticky stres

Rada studii prokazala, Ze GSNOR ma vyznamnou roli v obrané rostliny po
napadeni bakterialnimi nebo houbovymi patogeny. Byla zjiSténa vysoka aktivita
GSNOR v huseni¢ku (Sakamoto et al.,, 2002) a v hrachu (Barroso et al., 2006). Ve
studii Wiinsche et al.,, 2011 se diky VIGS systému (virus induced gene silencing)
provedl knock-down GSNOR a byla studovana funkce GSNOR v obranné reakci po
napadeni herbivornim zivo€ichem Manduca sexta. Tento zivo€ich napada pfevazné
jeden druh tabaku Nicotiana attenuata.

Umilceni exprese GSNOR snizilo herbivorem-vyvolanou akumulaci kyseliny
jasmonové (JA) a ethylenu, dvou dilezitych fytohormon( regulujicich Grovné rostlinné
obrany, aniz by se vSak snizila aktivita dvou mitogen-aktivovanych proteinkinas
(MAPKSs), proteinkinasy indukované poranénim (WIPK) a proteinkinasy indukované
kyselinou salicylovou (SIPK). V rostliné, kde byla umi¢ena exprese GSNOR, bhyla
prokazana snizena aktivita trypsin proteinasovych inhibitord (TPIs) a byla zjisténa
zvysSena citlivost k napadeni patogenem M. sexta. Dale byla zjist€na nutnost
pfitomnosti GSNOR k akumulaci sekundarnich obrannych metabolitd vyvolanych
methyljasmonatem (TPI, kaffeoylputrescin a diterpenové glykosidy). GSNOR se
naopak nepodili na regulaci transkripce JAZ3 (jasmonate ZIM-domain 3) a TD
(threonin deaminasa) coz naznacuje, ze GSNOR reguluje pouze nékteré jasmonatem
indukované odpovédi.

Data uvedena v praci Winsche et al.,, 2011 naznacuji, Ze GSNOR muze mit
ddlezitou ulohu v genetické modifikaci rostlin pro zlepSeni odolnosti va&i herbivornim

zivodichim.
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EXPERIMENTALNI CAST
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6. Material a pristroje

6.1. Chemikalie

Akrylamid (Bio-Rad, USA)

4-Amino-5-methylamino-2°,7 -difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA, Alexis, USA)
APS (Fluka, Svycarsko)

Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad, USA)

Bisakrylamid (MP Biomedicals, USA)

Bromfenolova modf (Acros Organics, Belgie)

BSA (Sigma, USA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA)
2,7-Dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA, Sigma Aldrich, USA)
Etanol (Lach-Ner, CR)

Fluorescein diacetat (FDA, Serva, USA)

Glutathion (Acros Organics, USA)

Chlorid sodny (Lachema, Ceska republika)

Kryptogein - X24 rekombinantni protein (Ustav biochemie MU, Brno)
Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA)

Murashige a Skoog medium (MS medium, Duchefa, Nizozemsko)
n-Butanol (Sigma, USA)

NADH (AppliChem, Némecko)

Oligandrin (Ustav biochemie MU, Brno)

PMSF (Fluka, Svycarsko)

Ponceau S (Merck, Némecko)

Rekombinantni protein L41F a V84F (Ustav biochemie MU, Brno)
SDS (Sigma, USA)

Sekundarni anti-rabbit protilatka IgG znacena alkalickou fosfatasou (Sigma, USA)
Standard BSA (Sigma, USA)

Sudené mléko (AppliChem, Némecko)

TBS (Fluka, Svycarsko)

TEMED (Fluka,Svycarsko)

Tris HCI (MP Biomedicals, Francie)

TRITON X-100 (Sigma, USA)

Tween-20 (Sigma, USA)
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6.2. Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Digitalni pH metr WTW 526 (InoLab, Némecko)

Digitalni pfedvazky (KERN, Némecko)

Dokumentacni zafizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA)
Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagneticka michacka IKA (Labortechnik, Némecko)

Flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten, Dansko)

Chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko)

Inkubator INCUBAT (Melag, Némecko)

Kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA)

Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

Mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)

SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection Systém (Millipore, USA)

Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA)

Trans-BlotR Transfer Medium — nitrocelulosova membrana 0,45 ym (Bio-Rad, USA)
Ttepacka Mixing Block MB-102 (BIOER technology, Cina)

VisionWorks®LS (UVP, USA)

Vortex mixer SA8 (Stuart, UK)

6.3. Rostlinny material

Pro experiment byly pouzity suspenzni kultury bunék tabaku Nicotiana tabacum
L. cv. Xanthi. Bun&&na suspenze byla poskytnuta Ustavem biochemie PFirodovédecké

fakulty Masarykovy univerzity v Brné.

6.3.1. Kultivace bunéénych suspenzi tabaku

Buriky byly kultivovany ve fytotronu s fotoperiodou 16/8 (den/noc), pfi 23 °C, na

laboratorni orbitalni tfepaCce s intenzitou otacek 180 rpm. Suspenzni kultura byla
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péstovana v modifikovaném tekutém médiu Murashige-Skoog zvaném Chandlerovo
médium, které obsahuje dvé slozky. Prvni sloZkou je hlavni médium s makroprvky a
mikroprvky (Tab. 1), druhou sloZkou je roztok hormonu a vitaminG potfebnych pro rast
bunék (Tab. 2). Takto pfipravené tekuté médium bylo rozlito po 100 ml do 250 ml
Erlenmeyerovych banék a vyautoklavovano. Burnky tabaku byly jednou tydné sterilné
pfeoCkovavany v laminarnim boxu do nového média, tzn. 8 ml bunécné kultury bylo
aplikovano do 100 ml média. Vlastni experiment byl zahajen vzdy c&tvrty den po

pasazovani bunék.

Tab. 7: Hlavni médium pro bunééné suspenze tabaku.

Zasobni Na pfipravu  Vysledna koncentrace
roztok (11) 1 | média (mgll)
NH4NO; 33,09 1650
KNO; 38,09 1900
Makroprvky MgSO, x 7 H,0O 744 50 ml 370
KH,PO, 3449 170
CaCl, x 2 H,O 8,89 440
H3BO3 6,29 6,2
MnSQO, x H,O 22,3 g 22,3
ZnS0O4 x 7 H,O 8,649 8,6
Mikroprvky Kl 0,83 g Iml 0,83
Na,MoO,4 x 2 H,0O 0,25¢ 0,25
CuS0O, x5 H,0 0,025 ¢ 0,025
CoCl, x 6 H,O 0,025 ¢ 0,025
Na,EDTA x 2 H,0 3,72¢g 37,2
EDTA - Fe 10 ml
FeSO, x 7 H,O 2,78 ¢ 27,8

Tab. 8: Roztok hormon a vitamint pro bunécéné suspenze tabaku.

Zasobni Na pfipravu  Vysledna koncentrace
roztok (11) 11 média (mg/l)
Kyselina nikotinova 50 mg 5
Pantothenat Ca 30 mg 3
Glycin 20 mg 2
Vitaminy Thiamin 5mg 10 ml 0,5
Kyselina folova 5mg 0,5
Pyridoxin 5mg 0,5
Biotin 0,5mg 0,05
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Kinetin 1ml 0,1

24D 22mg 0,8 mi 0,175
myo-Inositol 100 mg 100
Glutamin 200 mg 200
Sacharosa 3049 30 000
7. Metody
7.1. Elicitace bunéénych kultur tabaku

Ctvrty den po pasazovani bunék byla bun&&na suspenze rozdélena po 20 ml do
péti 100 ml Erlenmeyerovych banék. Do kazdé z nich bylo pfidano 100 pl testovaného
elicitinu - X24, L41F, V84F a oligandrinu. Vysledna koncentrace elicitind v suspenzi
byla 5 nmol.I*. Do paté bariky, ktera slouzila jako kontrola, bylo pfidano 100 pl
deionizované vody. Zasobni roztoky elicitin o koncentraci 96 uM byly poskytnuty
Ustavem biochemie PFirodov&decké fakulty Masarykovy univerzity v Brn&. Odbéry
vzorkl byly realizovany v ¢ase 0 (okamzité po aplikaci elicitinti), 6, 24, 48 a 72 hodin

od elicitace.

7.2. Stanoveni zivotnosti bunécéné suspenze

Zivotnost byla stanovena metodou vyuZivajici fluorescein diacetat (FDA)
pomoci mikrodestiCkového readeru Synergy-HT. Ke 100 ul buné&éné suspenze v jamce
na desti¢ce bylo pfidano 5 pl fluorescencni sondy FDA o koncentraci 0,1 mg/ml. Jako
blank bylo pouzito Chandlerovo kultivaéni médium bunék. Fluorescencni signal
(excitace 490 nm, emise 514 nm) byl méFen ihned po pfidavku detekéni sondy
k bunécné suspenzi a nasledné po 10 minutach inkubace mikrodesti¢ky pfi 27 °C ve

tmé. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.
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7.3. Stanoveni produkce reaktivnich forem kysliku a

dusiku

Pro stanoveni aktivity enzymu produkce ROS a RNS byly pouzity vzorky
elicitované bunécné suspenze odebirané v €asech 0, 6, 24, 48 a 72 hodin po zahajeni
experimentu.

Reaktivni formy kysliku (ROS) ¢i dusiku (RNS) byly stanovovany
spektrofluorimetricky pomoci tfi fluorescenénich sond. V pfipadé ROS se jednalo o
sondu H,DCF DA (Obr. 14), u RNS pak pomoci citlivych sond DAF-2 DA (Obr. 15) a
DAF-FM (Obr. 16). DAF-FM je ve srovnani s DAF-2 fotostabilngjSi a citlivéjsi, se
stabilni a silnou fluorescenci v Sirokém rozmezi pH (Planchet & Kaiser, 2006). VSechny
sondy prochazi membranami a po vstupu do bufiky jsou vnitrobunéCnymi esterasami
deacetylovany a nasledné reaguiji s pfitomnymi ROS nebo RNS.

Do jamek mikrodesti¢ky bylo napipetovano 100 ul bunééné suspenze a poté
pfidano 5 pl detekéni sondy o koncentraci 0,2 mmol/l. Jako blank bylo pouzito
Chandlerovo tekuté médium, ve kterém byly péstovany buriky. Fluorescenéni signal
(excitace 495 nm, emise 515 nm) byl zméfen ihned po pfidavku sondy a poté po

hodinové inkubaci ve tmé pfi 27 °C. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.

CHL OO, OCOCH;
T L L
Esterasa
COH CO.H COH

H,DCF DA H,DCF

Obr. 14: Reakce detekéni sondy H,DCF DA. Sloucenina je esterasou deacetylovana
po vstupu do buriky. Poté reaguje s ROS za vzniku fluorescenéniho produktu (pfevzato
z Gomes et al., 2005)

MH» =N
I
HaM
: Oxidagni M
Esterasa produkt NO
e —_—

DAF-2 DA DAF-2 DAF-2T

Obr. 15: Reakce detekéni sondy DAF-2 DA. Sloucenina je esterasou deacetylovana

-39 -



po vstupu do bunky. Poté reaguje s oxidaCnim produktem NO za vzniku
fluorescenéniho produktu (pfepracovano z Gomes et al, 2006).

NHCH, NHCH,
N
= Oxidacni
o} Esterasa produkt NO
_—— _
e F
H,COC O [ OCOCH,
DAF-FM DA DAF-FM DAF-FM 2T

Obr. 16: Reakce detekéni sondy DAF-FM DA. Sloucenina je esterasou
deacetylovana po vstupu do buriky. Poté reaguje s oxidaénim produktem NO za vzniku
fluorescenéniho produktu (pfepracovano z Kojima et al., 1998).

7.4. Méreni optické hustoty bunék

Do mikrodesticky bylo napipetovano 200 pl bunééné suspenze. Poté byla na
spektrofotometru zméfena opticka hustota (OD) pfi vinové délce 600 nm. Jako blank

bylo pouzito Chandlerovo tekuté médium. Méfeni bylo provadéno v duplikatu.

7.5. Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

Pro stanoveni aktivity enzymu GSNOR byly pouzity kontrolni a elicitované
bunélné suspenze tabaku odebirané v ¢asech 0, 6, 24, 48 a 72 hodin po zahajeni

experimentu elicitaci bunék.

7.5.1. Priprava bunééného extraktu

Do 2 ml plastovych zkumavek byly pfeneseny z kultivacniho media
v Erlenmeyerovych bankach 2 ml bunécné suspenze. Po centrifugaci (5 minut, 1000
rcf) bylo odpipetovano 1 ml supernatantu. Eppendorfka s 1 ml zakoncentrované
bunécné suspenze byla vlozena na 1 min do tekutého dusiku. Po rozmrazeni byl

pfidan 1 ml Cerstvé pfipraveného extrakéniho pufru (50 mM Tris, pH 7.,5; 0,2 % (v/v)
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Triton-X; 2 mM DTT, 1 mM PMSF) a extrakt byl promichan na vortexu. Homogenat byl

centrifugovan v pfedem vychlazené centrifuze 20 min pfi 16 000 g, 4°C.

7.5.2. Precisténi bunécného extraktu

Bunécny extrakt (supernatant viz. bod 7.5.1) byl prec€i§tén na kolonach NAP-5.
Na kolony ekvilibrované 3 x 2,5 ml 10 mM Na-fosfatovym pufrem, pH 6,8 bylo
naneseno 500 pl supernatantu. Po nasledném vsaknuti extraktu byl na kolonu nanesen
1 ml 50 mM K-fosfatového pufru o pH 7,8. Eluat byl okamzité jiman do plastové

zkumavky. Nasledné byla kolonka promyta 25 ml destilované vody.

7.5.3.  Méreni aktivity GSNOR

Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR bylo provedeno na readeru
Synergy-HT v 96-ti jamkovych mikrodesti¢kach. Do jednotlivych jamek bylo postupné
napipetovano 225 ul reakéniho pufru (20 mM Tris, pH 8), 15 ul extraktu a 30 yl NADH.
Poté byla reakce startovana pfidavkem 30 pl GSNO. Roztoky 2 mM NADH a 4 mM
GSNO byly pfipraveny vzdy Cerstvé a uchovavany ve tmé. V pfipadé blanku bylo misto
substratu enzymu GSNO pfidano do jamky 30 pul destilované vody. VSechny vzorky
byly méfeny ve tfech opakovanich, kazdy vzorek s vlastnim blankem. Zaznamenavan

byl pokles absorbance v priibéhu deseti minut pfi 340 nm a 25 °C.

7.6. Stanoveni obsahu proteinii metodou Bradfordové

Mé&reni bylo provadéno v 96-ti jamkovych mikrodesti¢kach. Pro kalibraci byly
pouzity standardy hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentraéni fadé: 0,02 - 0,04
-0,06-0,08-0,1-0,12-0,16 - 0,2 - 0,4 mg/ml. Do jamek bylo postupné pipetovano
45 pl destilované vody, 5 ul standardu nebo vzorku proteinu a 200 pl Einidla
Bradfordové (pracovniho roztoku). Do blanku bylo misto standardu nebo vzorku
napipetovano 5 ul destilované vody. DestiCka byla protfepana a ponechana 10 minut
pro vyvinuti zbarveni. Poté byla na readeru Synergy-HT proméfena absorbance pfi 595

nm.
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7.6.1. Priprava roztokt pro stanoveni proteinu

Cinidlo Bradfordové:
Zasobni roztok Coomasie Birilliant Blue: 50 mg CBB G-250, 25 ml 95 % metanolu a

50 ml 85 % kyseliny fosfore¢né.

Pracovni roztok: Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue nafedény vodou v poméru 1:4.

7.7. Nativni PAGE elektroforéza (detekce GSNOR)

Elektroforéza neboli migrace iontd v elektrickém poli je separa¢ni metoda, ktera
se pouziva pro déleni biologickych latek na zakladé rozdilné elektroforetické
pohyblivosti a také velikosti molekul. Nativni elektroforéza je provadéna za
nedenaturujicich podminek. Vzorek je nanasen v nativni formé a po celou dobu
separace musi byt zachovavana jeho nativni struktura a s tim spojena enzymova
aktivita. Jako nosi¢ byl pouzit polyakrylamidovy gel (PAGE), ktery vznika polymeraci
akrylamidu (AA) a N,N‘-methylenbisakrylamidu (BIS). Polymerace byla zahajena
volnymi radikaly vzniklymi pfi rozkladu persiranu amonného (APS; S,05°— 2 SO,”).
Do smési byl vzdy pfidavan stabilizator volnych radikald TEMED (N,N,N‘,N‘-
tetramethylendiamin).

Separace proteint byla provedena metodou diskontinualni elektroforézy za
pouziti dvou geld: 10 % déliciho gelu o pH 8,8 a 4 % zaostfovaciho gelu o pH 6,8.
Déleni v zaostfovacim gelu probihalo pfi konstantnim napéti 110 V a po doputovani
zény bromfenolové modfi na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu probihalo déleni

pfi konstantnim napéti 150 V.

7.7.1. Priprava vzorku pro nativni PAGE elektroforézu

Vzorek byl smichan s 60 % vychlazenym glycerolem v poméru 3:1 a promichan
na vortexu. Nasledné bylo 20 pl vzorku nanaseno do jamek elektroforetické komurky.
Pro viditelnost pribéhu separace bylo do krajnich jamek aplikovano 20 ul zasobniho
roztoku bromfenolové modfi (0,4 mg bromfenolové modfi, 2 ml vody, 1 ml 60 %

glycerolu).
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7.7.2. Roztoky pro nativni PAGE

Roztoky na pfipravu dvou gell pfi pouziti systému pro elektroforézu fy. Bio-Rad

(spacery - 0,75 mm) jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9: Slozeni déliciho a zaostiovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS Voda 15M 0,5M TEMED APS
30%/0,8% Tris/HCI, Tris/HCI, 10 %
pH 8,8 pH 6,8
Délici 10% 3,3 4,1 2,5 - 0,01 0,1
Zaostfovaci 4 % 0,65 3,05 - 1,25 0,01 0,1

Slozeni elektrodového pufru: 0,025 mol.I"* Tris/HCI; 0,192 mol.I"* glycin; H,O; pH 8

K barveni byl pouzit roztok s NBT a HMGSH ve slozeni: 0,1 mol.I'* NAD*, 0,1
mol.I* PMS, 0,1 mol.I'* NBT, 0,1 mol.I* GSH a 1 mol.I"* roztok formaldehydu. Inkubace
s barvicim roztokem probihala ve tmavé nadobé zakryté alobalem po dobu 45 minut,
nasledné byl gel promyt v destilované vodé a ponechan v ni na tfepacce do druhého

dne.

7.8. SDS-PAGE

Dodecylsiran sodny (SDS) vaze pomoci hydrofébni interakce bilkoviny
vpoméru 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny a udili jim uniformni zaporny naboj. Pfi
elektroforéze v prostfedi SDS dochazi k migraci proteint k anodé, pfi€emz pohyblivost
zavisi na velikosti molekuly. Po pfidani merkaptoethanolu, dithiothreitolu, &i jinych latek
redukujicich disulfidové mulstky mezi fetézci bilkovin, je mozné urcit molekulovou
hmotnost jednotlivych podjednotek neznamého vzorku bilkoviny.

Postup provedeni SDS-PAGE je shodny s postupem pro nativni elektroforézu
s tim rozdilem, Ze do déliciho i zaostfovaciho gelu je pfidan 10 % dodecylsiran sodny.

Separace probihala pfiblizné 45 minut.
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7.8.1. Priprava vzorkl pro SDS-PAGE

Vzorky biologického materialu byly smichany se vzorkovacim pufrem v poméru
1:1 a po promichani inkubovany 5-10 minut pfi teploté 100 °C. Po vychladnuti bylo 40
Ml vzorku napipetovano do oznacenych jamek pfipraveného gelu. Jako kontrolni vzorek
byl pouzit rekombinantni protein GSNOR. 40 ul kontrolniho vzorku (obsahujici 10 ug
proteinu) pfipraveného smichanim se vzorkovacim pufrem v poméru 1:1 bylo

aplikovano do krajni jamky gelu.

7.8.2. Roztoky a pufry pro SDS-PAGE

Roztoky na pfipravu dvou gell pfi pouziti sytému pro elektroforézu fy. Bio-Rad

(spacery — 1,5 mm) jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: Slozeni déliciho a zaostrovaciho gelu pro SDS-PAGE elektroforézu.

Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS H,O 1,5M 0,5M TEMED APS  SDS
30%/0,8% Tris/HCI Tris/HCI 10% 10%
pH 8,8 pH 6,8
Délici 10% 4,95 6,15 3,75 - 0,03 0,3 0,1
Zaostfovaci
1,95 9,15 - 3,75 0,03 0,3 0,1
4 %

Laemmliho vzorkovaci pufr: 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 25% glycerol; 2% SDS; 0,01%

bromfenolova modf. Pfed pouzitim se pfida 50 ul B-merkaptoethanolu k 950 ul

vzorkovaciho pufru.
Slozeni elektrodového pufru: 0,025 mol.I* Tris/HCI, 0,192 mol.I* glycin, 0,1 % SDS, pH
8, H,O

Komeréni roztok Bio-Safe Coomassie Stain byl pouzit k barveni polyakrylamidovych

gelu.
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7.9. Western blot s naslednou imunodetekci

Western blot je analytickd metoda, ktera je pouzivana pro detekci, kvantifikaci,
pfipadné stanoveni molekulové hmotnosti specifickych proteinii v daném vzorku.
Metoda spociva v principu elektrotransferu proteind z polyakrylamidového gelu na
membranu (napf. nitrocelulosova, PVDF membrana). V prvnim kroku jsou proteiny
vzorku separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Proteiny jsou poté za pomoci
elektrického proudu pfeneseny z gelu na membranu. Molekuly pfenesené a fixované
na membrané se zviditelfiuji pfimo rdznymi barevnymi reakcemi nebo metodou
interakce se specifickymi protilatkami (imunoblotting), kdy se po blokaci volnych mist
na membrané primarni protilatka vaze s vysokou specifitou na dany protein. Nasleduje
inkubace se sekundarni protilatkou, ktera byva znacena napf. alkalickou fosfatasou
nebo kofenovou peroxidasou. Ta se vaze na imunokomplex primarni protilatka-protein.
Na zakladé enzymové reakce vznika barevny nerozpustny produkt nebo jsou
s vyuzitim chemiluminiscencni reakce detekovany studované proteiny.

Postup provedeni prace spocival v separaci proteini podle velikosti pomoci
metody SDS-PAGE elektroforézy. Nasledné byl proveden Western blot za pomoci
pristroje Trans-Blot® Turbo (Bio-Rad, USA). Pfi pokladani potfebného materialu na
blotovaci kazetu muselo byt dodrzeno poradi filtraCnich papiri, membrany a gelu,
pfedem namocenych po nékolik minut v blotovacim pufru. Pomoci specialniho valecku
byly poté odstranény bubliny. Samotné blotovani probihalo 8 minut za pfitomnosti
jednosmérného elektrického proudu (2,5 A, 25 V). Pro ovéfeni spravnosti pfeblotovani
a zviditelnéni rozdélenych proteint byl pouzit roztok Ponceau S, ktery Ize po obarveni
membrany zpatky vymyt destilovanou vodou.

Imunodetekce byla realizovana s vyuzitim pfistroje SNAP i.d. Membrana
v jamce krabicky byla umisténa tak, aby byly proteiny v kontaktu s pouZzitymi roztoky.
Pfistroj byl napojen navakuum. Jako prvni byl pouZit blokovaci roztok (0,3 %
nizkotucné susené mléko v TTBS) k zablokovani volnych mist na povrchu membrany
tak, aby v nasledujicich krocich nedochazelo k nespecifickym interakcim mezi
protilatkami a matrici (membranou). Membrana byla blokovacim roztokem promyta a
odsata do sucha. Nasledné byla pfidana primarni protilatka fedéna do 0,3 % miléka
s TTBS (viz Tab. 11). Inkubace probihala 10 minut pfi laboratorni teploté. Po odsati
byla membrana promyta TTBS (3x). Poté byla pfidana protilatka sekundarni (Anti-
kralici — alkalicka fosfatasa) fedéna v 0,3 % mléku v TTBS (1000x). Inkubace probihala

opét 10 minut s naslednym promytim s TTBS (3x).
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Tab. 11: Pouzité primarni a sekundarni protilatky a jejich fedéni.

Detekce Primarni Ab Redéni Sekundarni Ab  Redéni
Anti-kraligi/
Ab polyklonalni alkalicka
GSNOR 100x 1000x
GSNOR (kralici) fosfatasa
(kozi)
Anti-mysi/

. . Ab monoklonalni )
Nitrované proteiny 1000x peroxidasa 10000x

NO,-Tyr (mysi) (koz)

Anti-kralici/
_ Ab polyklonalni )
B-aktin Aktin (krdlic) 2500x peroxidasa 10000x
in (kralici
(kozi)

Takto pfipravena membrana se nasledné inkubovala 10-15 minut s komerénim
roztokem NBT/BCIP pro obarveni. Poté byla promyta destilovanou vodou (2x) a
usuSena volné na vzduchu. Po vyschnuti byla provedena fotodokumentace na pfistroji
BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP,USA).

7.9.1. Roztoky a pufry pro Western blot

Blotovaci pufr: 0,025 mol.I* Tris, 0,192 mol.I"* glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
TBS: 20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 7,5
TTBS: 400 ml TBS, 200 ul Tween

Blokovaci roztok: 0,3 % nizkotuéné susené mléko v TTBS

8. Vysledky a diskuse

Cilem predlozené bakalaiské prace bylo otestovat vliv aplikace vybranych
elicitind v pribéhu obranné reakce na metabolismus reaktivnich forem dusiku
v suspenzni kultufe tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) se zaméfenim na
sledovani zmén aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy. Elicitiny jsou velmi ucCinné

elicitory - latky, které vyvolavaji obrannou reakci v interakci rostlina-patogen. Jedna se
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o0 malé, vysoce konzervativni rodiny extracelularnich proteint sekretované zastupci
rodd Phytophthora (Ricci et al., 1989) a Pythium z fadu Pythiales oddéleni Oomycet
(Ponchet et al.,, 1999, Panabiéeres et al., 1997). Vedle stanoveni Zivotnosti bunék a
hustoty bunécné suspenze charakterizujici zakladni vliv elicitind na burnky tabaku byly
stanoveny zmény schopnosti produkce NO a ROS po aplikaci elicitind a S-
nitrosoreduktasova aktivita, tj. aktivita enzymu podilejiciho se na metabolismu oxidu
dusnatého.

Pro studium vlivu elicitin na metabolismus NO se zaméfenim na enzym s S-
nitrosoglutathionovou aktivitou na modelovém systému (buriky Nicotiana tabacum L.
cv. Xanthi) byly v ramci pfedlozené bakalarské prace zvoleny &tyfi elicitiny: kryptogein
(rekombinantni protein X24 - elicitin, pfipraveny expresi genu pro kryptogein v kvasince
Pichia pastoris), mutanty kryptogeinu L41F a V84F (opét rekombinantni proteiny) a
elicitin oligandrin izolovany z Pythium oligandrum. Vysledna koncentrace pouzitych
elicitint byla 5 nM v bunééné suspenzi. Vybrané parametry byly stanoveny v ¢asech 0,
6, 24 a 48 hodin po aplikaci elicitind k bunééné suspenzi. VSechny experimenty byly

realizovany ve 3-5 opakovanich.

8.1. Vliv elicitinG na zivotnost bunéc¢né suspenze

Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

Pro stanoveni Zivotnosti buné&k jsme zvolili fluorogenni substrat esteras -
fluorescein diacetat (FDA). Hlavni vyhodou metod zaloZzenych na detekci fluorescence
je jejich citlivost. V tomto pfipadé se jedna o velmi jednoduchou a rychlou metodu
(Fisar, 2003; Rode et al., 1998). FDA je nepolarni latka, ktera pasivné pronika do
bunék. V Zivych bunkach je Stépen na octan a fluorescein. Princip metody je zaloZen
na stanoveni enzymové aktivity bunéénych esteras a tim souasné membranové
integrity, ktera zajiStuje nitrobunécnou retenci vznikajicich fluoreskujicich produktd.
Esterasy katalyzuji hydrolytické Stépeni molekul jednoduchych esterli obsahujicich
alkoholy s kratkym uhlikatym fetézcem. Diky své souvislosti s bunénym
metabolismem slouzi esterasy jako marker zivotaschopnosti bunék. Nékteré prace
ukazaly, Ze aktivita intracelularnich esteras bunééné suspenze je pfimo umérna poctu
zivych bunék (ViteCek et al., 2004).

Ctvrty den po pasazovani bunék (buriky byly v exponencidlni fazi rastu) byly
k bunéné suspenzi aplikovany testované elicitiny. U kontrolnich bunék byl

zaznamenan ve stanovovanych ¢asovych intervalech 0-24 h postupny narust Zivotnosti
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spojeny s ristem a délenim bunék. Ctyficet osm hodin po zahajeni experimentu byl
detekovan mirny pokles Zivotnosti bunék. Vysledky stanoveni Zivotnosti jsou v korelaci
s vysledky stanoveni optické hustoty, charakterizujici vyvoj bunétné suspenze (viz
kapitola 8.2.). Podobny trend byl zaznamenan i po aplikaci oligandrinu a mutantu L41F.
Rozdily v intenzité zmén v porovnani i s kontrolnim experimentem byly pozorovany
zejména 6 h po aplikaci elicitind, kdy se Zivotnost po aplikaci oligandrinu vyznamné
nezménila, naopak v pfipadé L41F mutantu doSlo ke zdvojnasobeni detekované
hodnoty. ZvySeni zivotnosti v pfipadé aplikace mutantu L41F bylo vysSi i v porovnani
s kontrolnim experimentem. Podobné i 24 h po aplikaci elicitind byl v pfipadé L41F
mutantu zaznamenan vyznamnéjsSi narust Zivotnosti. Naopak 48 hodinu experimentu
byl ve vSech pfipadech (kontrola, oligandrin, L41F) detekovan pokles zivotnosti.
V tomto pfipadé u bunéénych suspenzi s aplikovanym oligandrinem nebo mutantem
L41F byl pokles vyznamné&jsi v porovnani s kontrolou. Sest hodin po aplikaci
kryptogeinu X24 nedoslo k navySeni Zivotnosti, jeji vzestup byl zaznamenan az 24, ale
i 48 h experimentu, na rozdil od kontrolniho pokusu. Zmény v Zivotnosti v pfipadé X24
proteinu jsou vyznamné niz8i v porovnani s kontrolnim experimentem a jsou v korelaci
s vysledky stanoveni optické hustoty bunééné suspenze (viz. kap. 8.2) a poukazuji na
vyrazny negativni vliv kryptogeinu na déleni, rast a Zivotaschopnost bunék. Toxicky
uginek mutantu V84F na bun&énou suspenzi tabaku je jesté vyrazngjsi. Sest hodin po
aplikaci V84F mutantu se zivotnost bunétné suspenze mirné zvysila, dle vysledkul
stanoveni optické hustoty, buiky byly schopny se jesté délit, ale jiz 24 h po aplikaci
V84F mutantu byl zaznamenan destrukéni vliv tohoto elicitinu na buriky, bylo
detekovano snizeni Zivotnosti na polovinu hodnoty stanovované na pocatku

experimentu (Obr. 17).
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Obr. 17: Vyvoj zivotnosti bunék po aplikaci elicitinti k suspenznim kulturam
tabaku: Srovnani Ctyf elicitind v Casech 0, 6, 24 a 48 hodin. Jako kontrola byla pouzita
destilovana voda.

V pfipadé aplikace kryptogeinu na listy tabaku byla vyrazna nekréza
pozorovana jiz po 48 hodinach (PleSkova et al., 2011), po tfech dnech po aplikaci
elicitinu byla pozorovana rozsahla nekroza po celé ploSe listu (Dokladal et al., 2012).
Mutantni elicitin V84F také vyvolava nekrézu na listech tabaku, avSak v mensim
rozsahu, nez tomu bylo pfi aplikaci kryptogeinu. Mutant L41F (Dokladal et al., 2012)
podobné jako oligandrin (nepublikované vysledky) nevyvolava téméf Zzadnou nekrézu,
tedy hypersenzitivni reakci na listech tabaku, coz koresponduje s namérenymi vysledky

na modelu bunécné suspenze tabaku.

8.2. VIliv elicitinGl na optickou hustotu bunéc¢né suspenze

Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

Méreni optické hustoty (optical density - OD) bunék bylo provedeno
spektrofotometricky pfi vinové délce 600 nm. Zaznamenané vysledky jsou v korelaci
s naméfenymi hodnotami Zivotnosti bunék. U kontrolnich bunék s destilovanou vodou
byl zaznamenan narust OD ve vSech méfenych Casech, coz je spojeno rlstem
zivotaschopnosti bunék a jejich délenim (Obr. 18). Podobny trend byl zaznamenan
také v pfipadé elicitinu oligandrinu a mutantu L41F, coZ v souladu s vysledky stanoveni
Zivotnosti bunék naznacuje jejich nizkou toxicitu vic&i bufikam Nicotiana tabacum L. cv.

Xanthi (viz. kap.8,1). Ctyficet osm hodin po aplikaci mutantu L41F byl zaznamenan
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mirny pokles v hodnotach OD, naopak u elicitinu oligandrinu hodnoty vzrostly. Toxické
ucinky elicitind kryptogeinu a mutantu V84F potvrzuje maly narust hodnot OD.
V pfipadé mutantu V84F byl 48 h po aplikaci elicitini dokonce zaznamenan vyrazny
pokles OD pod hodnotu charakterizujici hustotu buné&né suspenze na pocatku

experimentu.
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Obr. 18: Relativni zména OD v ¢ase po aplikaci elicitinti k suspenznim kulturam
tabaku: Srovnani Ctyf elicitind v ¢asech 0, 6, 24 a 48 hodin.

8.3. Vliv elicitinlt na produkci reaktivnich forem kysliku

”

bunécné suspenze Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

V pribéhu inkubace tabakovych bunék s elicitiny byla sledovana produkce ROS
za pouziti fluorescenéni sondy H,DCF DA (Crow, 1997). Chemicky pfedstavuje tato
sonda redukovanou formu fluoresceinu. Po odstépeni acetatovych skupin
intracelularnimi esterasami a nasledné oxidaci je H,DCF pfeveden na vysoce
fluoreskujici DCF.

Elicitiny byly k bunéCné suspenzi pfidany ctvrty den po pasazovani. Do
kontrolniho vzorku byla aplikovana destilovana voda misto elicitind. Produkce ROS
byla méfena v €asech 0, 6, 24 a 48 hodin. Pokus byl proveden ve tfech opakovanich.

Sest hodin po aplikaci elicitind v porovnani k po&ateénimu stavu byl detekovan
narust produkce ROS i v kontrolnim vzorku bez elicitinu (Obr. 19). V tomto pfipadé Ize
predpokladat vliv mechanické manipulace s bunécnou suspenzi pfi aplikaci elicitind,

pfipadné vody do kontrolniho vzorku. Produkce ROS po aplikaci oligandrinu a mutantu
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L41F byla srovnatelna s kontrolnim experimentem v pribéhu 0-48 h. Naopak v pfipadé
elicitind X24 a V84F byl narust ROS 6 h po aplikaci elicitini az trojnasobné vyssi nez
v pfipadé kontroly. Intenzivni produkci ROS burikami tabaku po aplikaci kryptogeinu
potvrzuje nékolik studii v€etné Cvetkovska and Vanlerberghe, 2012, kde byl prokazan
narust ROS ve dvou fazich kulminujicich po 2 a po 8 hodinach po aplikaci patogenu.
Od 24. hodiny po aplikaci X24 a V84F k buné&cné suspenzi se intenzita produkce ROS
snizovala, ale byla stale vyznamné vys$si nez v pfipadé kontroly a po aplikaci elicitin(
oligandrinu a mutantu L41, coz koresponduje s pfedchozimi publikovanymi vysledky
(Dokladal et al., 2012). V pfipadé mutantniho elicitinu V84F byla zaznamenana 48 h po
aplikaci elicitinGi vice nez trojnasobné snizena produkce ROS a to na uroven intenzity
produkce ROS v kontrolnim vzorku. Vyznamné rychly pokles produkce ROS po
aplikaci mutantu V84F je v korelaci se vyrazné snizenou zivotnosti bunék a schopnosti
se délit, coz koresponduje s prokazanym zvySenym toxickym u€inkem tohoto elicitinu
(Dokladal et al., 2012).
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Obr. 19: Relativni zména produkce ROS v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitint
k suspenznim kulturam tabaku: Srovnani Ctyf elicitind v ¢asech 0, 6, 24 a 48 hodin.
Méfeni bylo provedeno pomoci fluorescenéni sondy H,DCF DA.

8.4. Vliv elicitind na produkci reaktivnich forem dusiku

bunééné suspenze Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

Pro méreni produkce RNS byly pouzity sondy DAF-FM DA (Kojima et al., 1998)

a DAF-2 DA (Gomes et al, 2006). Jedna se rovnéz o fluorescencni sondy reagujici na
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principu odstépeni diacetatu bunécnymi esterasami a nasledné reakci s NO za vzniku
fluorescenéniho produktu. Sonda DAF-FM DA je citlivéjSi. Vysledky pfi pouziti obou
sond vykazovaly podobnou zavislost zmén produkce RNS v Case po aplikaci elicitin{
k bunéEnym suspenzim. V pfipadé pouziti sondy DAF-FM DA bylo dosazeno vysledku

Ctvrty den po pasazovani byly k bun&&né suspenzi aplikovany elicitiny. V fadé
predchozich studii bylo prokazano, ze po aplikaci kryptogeinu k bunécné suspenzi
tabaku dochazi k nejvétsi produkci NO okamzité, s maximem v fadu nékolika jednotek
minut (Lamotte et al., 2004, Planchet et al., 2006). V pfipadé kontrolniho vzorku byl
zaznamenan postupny narust produkce NO, ktery dosahoval témér dvojnasobné
hodnoty 48 h po aplikaci elicitinu. V pfipadé mutantu L41F byl pozorovan podobny
trend v narustu schopnosti produkce NO jako v pfipadé kontrolniho experimentu,
pouze 48 h bylo zvySeni intenzity produkce NO pouze 1,5 nasobné vétSi nez
u kontrolniho vzorku. Oligandrin po 6 h mirné zvysil produkci NO, ktera se dale jiz
nemeénila. Jiz 24 h po aplikaci kryptogeinu a mutantu V84F shodné doSlo k vyraznému
snizeni produkce NO, které bylo az trojnasobné oproti plvodni méfené hodnoté.
V pfipadé mutantu V84F Ize pozorovat korelaci mezi poklesem Zivotnosti bunék a
poklesem schopnosti produkovat NO. Toxicky ucinek v pfipadé mutantu V84F
projevujici se snizenou schopnosti produkce NO v porovnani s kontrolnim

experimentem byl opét intenzivnéjsi v porovnani s u€inkem kryptogeinu
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Obr. 20: Relativni zména produkce NO v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitint
k suspenznim kulturam tabaku: Srovnani Ctyr elicitin( v ¢asech 0, 6, 24 a 48 hodin.
Mé&reni bylo provedeno pomoci fluorescenéni sondy DAF-FM DA.
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8.5. Vliv elicitini na aktivitu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) bunécéné suspenze Nicotiana tabacum L. cv.
Xanthi

Stanoveni aktivity GSNOR bylo provedeno spektrofotometricky méfenim zmény
absorbance pfi 340 nm po dobu 10 min. Princip méfeni aktivity GSNOR spocival
v pouziti Warburgova optického testu, kdy je NAD" redukovan na NADH + H*. Tato
reakce je provazena vyraznou zménou absorpcniho spektra.

Z vysledkl je patrné, ze nejvétsi aktivita byla namérfena u kontrolnich bunék,
coz koresponduje s vysledky naméfenymi pro produkci NO. Podobny trend byl
zaznamenan i v pfipadé elicitinu oligandrinu, kdy se stanovovana aktivita GSNOR
zvysuje ve v8ech Casech. U buné&énych suspenzi s aplikovanymi elicitiny kryptogeinem,
L41F a V84F byl pozorovan opacny trend. Sest hodin po zahajeni experimentu byl
detekovan mirny pokles GSNOR aktivity. V pfipadé kryptogeinu a mutantu L41F doSlo
v pribéhu 24 i 48 h k naslednému mirnému zvySeni aktivity GSNOR Detekované
zmény GSNOR aktivity v pfipadé elicitinu L41F a kryptogeinu v prabéhu experimentu
nejsou vyznamné. Pouze v pfipadé V84F mutantu byl zaznamenan pokles GSNOR

aktivity, coz opét souvisi s vyraznym toxickym uc€inkem mutantu V84F.
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Obr. 21: Relativni zména GSNOR aktivity v zavislosti na ¢ase po aplikaci elicitint
k suspenznim kulturam tabaku: Srovnani Ctyf elicitind v €asech 0, 6, 24 a 48 hodin.

-53-



8.6.

Western blot analyza zmén zastoupeni GSNOR a

intenzity nitrace proteinu po aplikaci elicitin

Zmény v zastoupeni GSNOR byly detekovany metodou Western blot
s pouzitim pfipravené polyklonalni protilatky proti rekombinantni GSNOR
(Lactuca sativa). Z €asovych duvodi bylo stanoveni realizovano pouze ve
dvojim opakovani, kdy byly upfesnény vhodné podminky pro detekci GSNOR
metodou Western blot v extraktech pfipravenych z tabakovych bunék
(podminky extrakce, fedéni primarni protilatky,...). Jedna se o pfedbézné
vysledky z pilotnich experimentl, které musi byt dale ovéfeny. Vysledky jsou
v souladu se stanovenymi zménami GSNOR aktivity po aplikaci vybranych
elicitind. ZvySeni zastoupeni proteinu GSNOR v extraktech bylo pozorovano
v kontrolnim experimentu a po aplikaci oligandrinu. V pfipadé aplikace L41F
bylo detekovano mirné zvySeni =zastoupeni proteinu GSNOR. Pokles
zastoupeni proteinu GSNOR byl zaznamenan po aplikaci kryptogeinu. 24 a 48
h po aplikaci V84F elicitinu nebyl signal detekovany.
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Obr. 22 Western blot analyza zmén zastoupeni GSNOR. Aplikace a) voda
(kontrola), b) oligandrin, c) L41F, d) kryptogein, e) V84