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CIiLE PRACE

V teoretické casti diplomové prace bylo cilem vypracovat literarni reser$i zaméienou
na charakterizaci elicitinii se zaméfenim na infestin a kryptogein. Byly zpracovany aktualni
poznatky o tloze NO a S-nitrosylace v obranném mechanismu rostlin v prab¢hu patogenese
vcetné charakterizace ulohy dvou klicovych enzymu,
S-nitrosoglutathionreduktasy a thioredoxinreduktasy, ovlivigjici hladinu

S-nitrosylovanych proteini.

Cilem v experimentalni ¢asti bylo:

e Studium vlivu elicitinti a jejich mutantt na S-nitrosylaci v pribéhu patogenese
Pseudoidium neolycopersici.
- Stanoveni hladiny proteinovych S-nitrosothiolt Savillovou metodou.

- Detekce S-nitrosylovanych proteind znacenych metodou biotin-switch.

e Studium vlivu elicitint a jejich mutantt na denitrosylaci v pribéhu patogenese
Pseudoidium neolycopersici.
- Zavedeni protokolu pro méteni aktivity enzymu thioredoxinreduktasy u rostlin.
- Stanoveni aktivity enzymu thioredoxinreduktasy.
- Stanoveni aktivity enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy.



1 UVOD

Elicitory jsou vyznamné signalni molekuly, které v ramci interakce rostlina-patogen spousti
ruzné kaskady obrannych reakci rostlin. Zvlastni skupinou proteinovych elicitora jsou
tzv. elicitiny produkované patogennimi organismy zastupcii oomycet rodt Phytophthora
a Pythium, které nejsou schopné si samy vytvaret steroly potiebné pro rist a sporulaci.
NejvyznamnéjSimi zastupci jsou Kryptogein a infestin. Elicitiny s vysoce konzervovanou
strukturou sloZenou z 98 aminokyselin obsahuji hydrofobni dutinu umoznujici pfenaset
steroly z hostitelské bufiky. Zaroven po rozpoznani elicitinu rostlinnym receptorem dochazi
k aktivaci kaskady signalnich drah vedoucich k obrannym reakcim, které maji mimo jiné

za nasledek zvysenou biosyntézu oxidu dusnatého (NO). U rostlin pfedstavuje S-nitrosylace

vvvvvv

S-nitrosylace je posttranslacné probihajici kovalentni modifikace umoziujici navazani
nitroso skupiny (-NO) na thiolovou skupinu (-SH) cysteinu cilovych proteind. V jejim
dasledku dochazi k ovlivnéni aktivity, lokalizace i stability cilového proteinu. Béhem
patogenese podléha regulaci prostfednictvim S-nitrosylace fada vyznamnych proteini
zapojenych v obrannych  mechanismech  rostlin, naptiklad =~ NADPH-oxidasa,
askorbatperoxidasa, prometakaspasa 9 nebo proteiny zapojené v signalnich drahach kyseliny
salicylové. Hladina S-nitrosylovanych proteind je ovlivnéna nejen faktory majici vliv
na pfitomnost donoru NO, ale i mechanismy podilejicimi se na jejich degradaci.
Denitrosylace proteinii mtize probihat nepfimo diky interakci —NO skupiny s redukovanym
glutathionem (GSH) za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery je redukovan enzymem
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR). Dalsi moznou cestou je piima degradace

prostiednictvim aktivity enzymu thioredoxinreduktasy (TrxR).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Elicitory

Puvodné byl termin elicitor pouzivan pouze pro oznaceni latek stimulujici vznik fytoalexinti
(Keen, 1975). Nyni se jako elicitory oznacuji vSechny slouceniny schopné spoustét riizné
kaskady  obrannych  reakci rostlin, a to nejen  produkci  fytoalexind,
ale i reaktivnich forem kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS) (Osman et al.,
2001).

2.1.1 Klasifikace elicitoru

Elicitory 1ze obecné klasifikovat podle n¢kolika kritérii (Tab. 1). Podle biologického ptivodu
muzeme elicitory rozdélit do dvou skupin, a to na biotické a abiotické. Abiotické elicitory
jsou latky nebiologického plvodu, a to napiiklad tézké kovy, inhibitory nékterych
metabolickych krokd, néktera antibiotika, fungicidy ¢i UV zafeni. Mezi biotické elicitory
fadime latky biologického ptivodu. Prvni bioticky elicitor byl objeven v roce 1975 (Keen,
1975) pii studiu vlivu patogenu Phytophthora megasperma, zpisobujiciho kofenovou
plisei, na produkei fytoalexint v s6ji (Glycine max cv. Harosoy). Od té doby pocet nove

objasnénych molekularnich struktur elicitord stale stoupa.

Z hlediska vzniku rozd€lujeme elicitory na endogenni a exogenni. Exogennimi elicitory
nazyvame latky produkované a uvolfiované patogenem, které interaguji s receptory
hostitelské rostliny, naptiklad nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy
(Prochazka et al., 1998). Naopak endogenni elicitory produkuje sama rostlina
az piinapadeni patogenem. Patfi sem naptiklad oligomery chitinu, oligoglukany
a glukoproteiny, které se uvoliiuji ptisobenim lytickych enzymu pii §tépeni rostlinné bunééné

stény (Prochazka et al., 1998; Akimoto et al., 1999; Angelova et al., 2006).

Z chemického hlediska se jednd o velmi rozmanitou skupinu latek, kde se vyskytuji
polysacharidy, oligosacharidy, polypeptidy, proteiny, glykoproteiny, lipidy atd. Obecné se
proto déli pouze podle proteinové a neproteinové povahy (Radman et al., 2003).

Dale lze elicitory délit podle interakce s hostitelskou buiikou na nespecifické
a specifické. Nespecifické elicitory se vyskytuji u celé fady patogent. Ptikladem jsou

2



polysacharidy buné¢nych stén, né€které nizkomolekuldrni latky jako mastné kyseliny, steroly
atd. Mezi specifické elicitory se fadi latky tvofeny konkrétnim patogenem. VétSinou jde
o0 produkty Avr gent, které byvaji rozpoznavany receptory jen uréité skupiny hostitel
(Hahn, 1996).

Tab. 1 Klasifikace elicitort (upraveno podle Radman et al., 2003).

Elicitory
Fyzikalni Poranéni P
elicitory

Abiotické lonty kovi, oxalat Pc
Komplexni | Spory hub, bunécna membrana kvasinek, bunééna | Pc

sloZeni membrana mycelii F
Pc

Alginat E

Biotické LBG F
Polysacharidy Pektin Pc,

F
Chemické Sacharidy Chitosan Pe
elicitory

Guarova guma Pc

Konkrétni Manuronat F

slorky Oligosacharidy Guluronat F

Manan F

Galakturonidy | Pc

Peptidy Glutathion Pc

Proteiny Elicitiny

Proteiny Oéﬁi?g;;” Pc

Lipidy Lipopolysacharidy | Pc

Glykoproteiny Nejsou zjistény Pc

Tékavé latky Cs - C1o Pc

Zkratky: P: rostliny, Pc: rostlinna bunécna kultura, B: bakterialni bunécna kultura, F: houbova
bakterialni kultura



2.2 Elicitiny

Zvlastni skupinou malych extracelularnich elicitori jsou tzv. elicitiny. Jedna
se 0 strukturné podobné proteiny vylu¢ované patogennimi organismy zastupcti oomycet
rodt Phytophthora a Pythium (Kamoun et al., 1994; Huet et al., 1995; Bonnet et al., 1996).
Zminéné organismy nedokazi sami Syntetizovat steroly ¢i latky lipidniho charakteru
potiebné pro jejich rist a sporulaci a vyuzivaji proto externi zdroje sterold. Diky elicitintim,
které obsahuji hydrofobni dutinu umoznujici specifickou vazbu pro steroly, jsou schopny
pirenaset steroly z hostitelského organismu do patogenniho organismu a spoustét aktivni fazi
sexualni a asexualni reprodukce patogenu (Bonnet et al., 1996; Mikes et al., 1998).
Vytvofeny komplex sterol-elicitin se také vaze na receptor hostitelského organismu
a spousti obranny mechanismus rostliny. Aktivace obrannych reakei je spojovdna mimo jiné
se zvySenou produkci oxidu dusnatého (NO) a tvorbou RNS (Osman et al., 2001). Dvoji role

komplexu sterol-elicitin je znazornéna na Obr. 1.

Elicitiny o velikosti ptiblizn¢ 10 kDa jsou obvykle slozeny z 98 aminokyselin s vysoce
konzervovanou strukturou (> 60%) (Huet et al., 1995) a je pro né& charakteristické
I zastoupeni jednotlivych aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Aminokyseliny serin
a threonin se vyskytuji az z 30 % ve struktufe proteinu, naopak tryptofan, histidin a arginin
zcela chybi (Ponchet et al., 1999). Ve vSech strukturach elicitini se nachazi jeden
antiparalelni B-list a pét o-helixi, které jsou propojeny tfemi intramolekularnimi
disulfidovymi mustky mezi Sesti cysteiny lokalizovanymi v konzervovanych pozicich

(Pleskova et al., 2011).
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Obr. 1 Uloha elicitini pfi transportu sterolti a aktivaci obrannych reakci rostlin. Elicitiny
produkované patogennim organismem jsou schopny vychytavat steroly potfebné pro sexualni
a asexualni reprodukci patogenu. Komplex elicitin-sterol, stejné tak volny elicitin, se vaze
na rostlinny receptor a spousti obranné reakce (upraveno podle Blein et al., 2002).

2.2.1 Rozdéleni elicitinu

Na zakladé hodnot izoelektrického bodu (pl) 1ze elicitiny klasifikovat na a-elicitiny (kyselé,
pl <5) nebo B-elicitiny (bazické, pl >7,5). Kyselé elicitiny produkuje fada patogent,
Vv pfipadé bazickych pouze nékteré. Obé skupiny se dale li§i i rozdilnou nekrotickou
aktivitou (Leberre et al., 1994).

Dle primarni struktury délime elicitiny do péti tfid (Tab. 2). Do tfidy | se fadi proteiny
o molekulové hmotnosti 10 kDa, tvofené 98 aminokyselinami. Ve struktute vZdy obsahuji
6 cysteind, 3 methioniny, 2 fenylalaniny a 3 glyciny. Elicitiny z této skupiny jsou rozdéleny
na o-elicitiny a B-elicitiny (Nespoulous et al, 1992). Dalsi tifida T
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(téz oznacCovana jako tfida Py) obsahuje vétSinu elicitin produkovanych patogeny rodu
Pythium. Tento typ elicitini se mirné li§i od elicitint t¥idy I. Polypeptidovy fetézec
je tvofen 98-101 aminokyselinami. Charakteristickym rysem je pfitomnost asparaginovych
glykosylaénich mist (Kamoun et al., 1997). Tfida II obsahuje siln¢ kyselé proteiny
tzv. hyperkyselé¢ elicitiny (HAE). Elicitiny z této tidy se skladaji ze 103-104 aminokyselin,
které vlastni kratky hydrofilni C-konec. Do posledni tiidy III spadaji malé proteiny
o velikosti 165-170 aminokyselin. Piikladem jsou elicitiny sekretované patogenem
Phytophthora cryptogea (Ponchet et al., 1999; Kawamura et al., 2009).

Tab. 2 Rozdéleni elicitini podle izoelektrického bodu (pl) (upraveno podle Ponchet et al., 1999).

Trida Rozsah pl Domény Elicitiny
o 4-5 myristyl cactorein, cinnamomin,
helix-smy&ka-helix citrophthorin, INI_:_l, megaspermin,
parasiticein
B 7,5-8,5 proteinkinasa C fosfo-misto kryptogein, dreschlerin,

myristyl megaspermin

helix-smycka-helix

I 4,6 N-glykosylace

myristyl oedochilin
helix-smycka-helix

I 3,5 kaseinkinasa fosfo-misto ~ cinnamomin-hal, cinnamomin-ha2,
myristyl krytogein-hal, kryptogein-ha2

helix-smycka-helix

Il 3,5-4,0 N-glykosylace
CAMP fosfo-misto
proteinkinasa C fosfo-misto infestin 2A
kaseinkinasa fosfo-misto infestin 2B

leucinovy zip
myristyl

helix-smycka-helix

6



2.2.2 Kryptogein

Kryptogein (CRY), globularni hydrofilni protein o molekulové hmotnosti 10,323 kDa,
je fazen mezi bazické B-elicitiny (pl 8,5). CRY je produkovan patogenni oomycetou
Phytophthora cryptogea po interakci s tabakem (Nicotiana tabacum). Po napadeni dochazi
k odumirani bun¢k v misté poranéni, ale zaroven CRY zplisobi zvySenou rezistenci vici

patogenum v ostatnich ¢astech rostliny (Ricci et al., 1989; Mikes et al., 1998).

Sekundarni stuktura CRY je slozena z Sesti a-helixi, jednoho B-listu a jedné m-smycky
(Boissy et al., 1996; Gooley et al., 1998). w-smycka je velice flexibilni a vysoce
konzervovana. Je umisténa v proteinové dutiné, do které se vazi steroly. Struktura
kryptogein-sterolového komplexu ma malou konformacni zménu v ®-smyckové oblasti

po navazani sterolu na elicitin (Boissy et al., 1999).

Rostlinnd bunka rozpoznava CRY (resp. komplex elicitinu se sterolem)
ptes specifické receptory Vv plazmatické membrané. Schéma spusténi signalni kaskady
zpusobené CRY je zndzornéné na Obr. 2. Po navadzani na receptor dochazi ke spusténi
kaskady signalni drah vedouci k syntéze NO a ROS, fosforylaci proteinti, aktivaci MAP
kinas, inhibici proteinkinas, inhibici transportu glukosy, inhibici H*-ATPasové pumpy,
alkalizaci extracelularni tekutiny, depolarizaci membrany a depolarizaci mikrotubula (Blein
et al., 1991; Garcia-Brugger et al., 2006).
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Obr. 2 Model signalni kaskady indukované kryptogeinem. Interakce kryptogeinu (CRY)
s receptorem, ale i vazba glutamatu na ionotropni glutamovy receptor (GluR), zplsobi zvyseni
intracelularni koncentrace Ca?*. Zvysena hladina Ca?* iont ma za nasledek depolarizaci plazmatické
membrany, depolarizaci mikrotubulti, aktivaci enzymt NADPH oxidasy a MAP kinasy, inaktivaci
H*-ATPasové pumpy. Aktivace NADPH oxidasy vede ke zvySeni produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS) a oxidu dusnatého (NO). NO a ROS indukuji uvolnéni Ca?" ionti do cytosolu
anasledné v jadfe dochazi k regulaci exprese gent kodujicich Ca?*-dependentnich proteiny (pievzato
z Moricova et al., 2014).

2.2.3 Infestin

Infestin (INF) je hlavni elicitin produkovany patogenem Phytophthora infestans zptisobujici
plise tabdku (Nicotiana tabacum) a rajéat (Solanum spp.). Radi se mezi
a-elicitiny (pl 4,7) nalezici do tfidy I s molekulovou hmotnosti 10,325 kDa. Jako vétSina
elicitini obsahuje zakonzervovany motiv ve své strukture. Hydrofobni dutinu schopnou
vazat ergosterol vytvari 15 aminokyselinovych residui (Ponchet et al., 1999). INF, stejné
jako CRY, vyvolava hypersenzitivni odpovéd’ u tabaku (Kamoun et al., 1998; Kanzaki
et al., 2003) a také i u nekterych druhu rajéat, avSak s rozdilnou koncentraci elicitinu
potiebnou pro vyvolani obranné reakce (Kamoun et al., 1997). Na Obr. 3 jsou porovnany

aminokyselinové sekvence infestinu (INF) a kryptogeinu (CRY).
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INF TTCTTSQQTV AYVALVSILS DTSENQCSTD SGYSMLTATS LPTTEQYKLM

CRY TACTASQQTA AYKTLVSILS DASFNQCSTD SGYSMLTATS LPTTEQYKLM

60 70 80 20 100

INF CASTACKTMI NKIVSLNAPD CELTVPTSGL VLNVYSYANG FSSKCASL

CRY CASTACNTMI KKIVTLNPPN CDLTVPTSGL VLNVYSYANG FSNKCSSL

Obr. 3 Porovnani aminokyselinovych sekvenci infestinu (INF) a kryptogeinu (CRY). Zvyraznéna
residua aminokyselin lemujici dutinu CRY jsou konzervovana i v sekvenci INF (upraveno podle
Lascombe et al., 2002).

2.3 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je malda molekula ucastnici se fady fyziologickych
a patofyziologickych procest u rostlin i zivo¢ichti. Jedna se o reaktivni radikal s kratkym
poloc¢asem rozpadu v fadu nékolika sekund. Diky lipofilni povaze je umoznéna jeho volna
prostupnost pies bunéfnou membranu a nasledné mulze reagovat S riznymi

makromolekulami (Thomas et al., 2001).

Prestoze byla prvni zminka o vyskytu NO objevena jiz v roce 1975 v rostlinach soji
osetfenych herbicidy (Klepper, 1975), intenzivni studie o vlivu NO byly provadény
predev§im Vv ZzivoCisnych systémech. V roce 1992 casopis Science oznacil NO jako
,molekulu roku‘ a v roce 1998 byla udélena Nobelova cena védcim Robertu Furchgottovi,
Louisi Ignarrovi a Feridu Muradovi za objev a charakterizaci ulohy NO v kardiovaskularnim

systému.

Rozmach intenzivniho zajmu o studium talohy NO u rostlin nastal po zjisténi, ze se NO
vyznamné podili v rostlinné imunité u bramboru (Solanum tuberosum) (Noritake et al.,
1996) a u Arabidopsis (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998). V soucasné dobé¢
je znamo, ze NO funguje jako tzv. univerzalni posel podilejici se na regulaci kliceni, zavirani
pruducht, rustu kofent, starnuti listi, kveteni, dozravani plodl, gravitropismu,
pfi stresovych podminkach na obranné odpovédi a také v mechanismech rezistence na rtizné
formy biotickych i abiotickych stresovych faktort (Tuteja et al., 2004; Wendehenne et al.,
2005; Martinez-Ruiz a Lamas, 2007).



Ackoliv  NO ma vyznamné¢ ucinky v biologickych systémech, nadbytek NO
je pro bunky toxicky a vede k apoptdze nebo nekrotické bunééné smrti (Brown, 2007). Proto
jsou dulezit¢é mechanismy, které kontroluji pfislusnou koncentraci NO v ruznych
fyziologickych nebo stresovych situacich. Endogenni hladiny NO jsou udrZzovany

rovnovahou rychlosti syntézy a degradace, coz je znazornéno na Obr. 4.

GSSG + NH,

2L b *_GSNOR
Mitochondrie
NO, GSNO
NO, GSH/{ NAD(P)H + 0,
:Zc;r]l(zc};matlcka N‘O NO, ‘_Toz N}(l 3 _Hb | NO;

Chloroplasty
NOS-like ONOOr
aktivita '
Arg — — —  Polyaminy NO, NO,

Homeostaza NO

Obr. 4 Schéma moznych cest vzniku a degradace NO v rostlinach kontrolujicich jeho homeostazu.
Zkratky: Arg: L-arginin; GSH: redukovany glutathion; GSSG: oxidovany glutathion;
GSNO:  S-nitrosoglutathion; GSNOR:  S-nitrosoglutathionreduktasa; Hb: nesymbioticky
hemoglobin; Ni: NOR: nitrit:NO reduktasa; NR: nitratreduktasa; ONOO-, peroxydusitan;
Prx: peroxiredoxin (upraveno podle Salgado et al., 2013).
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2.3.1 Biosyntéza NO

V zivoc¢isnych buikach probiha biosyntéza NO aktivitou enzymu NO-synthasy (NOS,
EC 1.14.13.39) katalyzujici pfeménu L-argininu za vzniku NO a L-citrulinu a ucasti
kalmodulinu (CaM), hemu, FAD, FMN a tetrahydrobiopterinu (HB4) (Forstermann
a Sessa, 2012). V zivocisnych bunkach byly nalezeny tfi odlisné isoformy NOS: endotelialni
NOS (eNOS), neuronalni NOS (nNOS) a indubicilni NOS (iNOS) (Kone
et al., 2003; Kavya et al., 2006). U rostlin nebyl doposud identifikovan gen kodujici
strukturné analogicky enzym s zivo¢iSnou NOS. AvSak existuje fada publikaci poukazujici
na detekci aktivity enzymu podobnému NOS (oznaceni jako NOS-like) u Arabidopsis (Guo
et al., 2003; Guo a Crawford, 2005), v peroxisomech hrachu (Barroso et al., 1999) nebo
u rajcete (Piterkova et al., 2009).

Klicové poznatky v problematice rostlinné NOS pfinesla studie Foresi et al., 2010,
kde byla popsana existence NOS u nejmensi volné Zijici jednobunééné eukaryotni zelené
fasy Ostreococcus tauri (OtNOS). OtNOS aktivita vykazuje in vitro podobné vlastnosti jako
zivocisna NOS. Porovnanim aminokyselinové sekvence byla zjisténa 45% podobnost
s lidskou INOS a 44% s lidskou eNOS (Foresi et al., 2010). In vivo bylo prokazano,
ze OtNOS je schopny nejen vyuzivat BHa jako kofaktor, ale i tetrahydrofolat (Foresi et al.,
2015), coz bylo jiz diive zjisténo pro bakterialni NOS (Yamasaki et al., 1999).

2.3.1.1 Enzymové zdroje biosyntézy NO u rostlin

Rostlinna biosyntéza NO muZe probihat enzymatickou i neenzymatickou cestou. Prvnim
jednozna¢né prokazanym a hlavnim zdrojem produkce NO je enzym nitratreduktasa
(NR, EC 1.7.1.1) (Yamasaki et al., 1999). NR primarn¢ katalyzuje NAD(P)H-dependentni
dvouelektronovou redukci dusi¢nanti na dusitany. Dale ma NR tzv. Ni-NR aktivitu, kdy je
schopna redukovat dusitany na NO v reakci zavislé na NADH. Za normalnich podminek
Ni-NR aktivita predstavuje pouze 1 % z celkové aktivity NR. Avsak urcité podminky, jako
je vysoky obsah dusitanti, nizkd koncentrace kysliku a pfitomnost svétla, zvySuji
Ni-NR aktivitu (Rockel et al., 2002). Asimila¢ni a disimila¢ni role enzymu NR je popsana
na Obr. 5.
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Disimilace nitratu

NO;” NO,,  NO, @
(CNaD(P)H )

NAD(P) > C ferredoxin oy
’ N'RC <> fotosyntéza
‘ ferredoxin

Obr. 5 Schéma disimila¢ni a asimilaéni role enzymu nitratreduktasy (NR). Hlavni Gloha NR spociva
v redukci dusi¢nanti na dusitany. M4 dvoji roli: asimilacni a disimilac¢ni. Disimilace slouzi
k reoxidaci NADH v respira¢nim fetézci. Dusi¢nan je zde terminalnim akceptorem namisto kysliku
a je pevn¢ vazan na membranu k cytochromu b. Asimilaéni NR se vyskytuje predevsim
v chloroplastech. Redukuje dusi¢nan na dusitan dale az na amoniak. Redukénim ¢inidlem
je NADH ¢i NADPH pochazejici z cytosolu. Zdrojem redukénich ekvivalenti je ferredoxin, a proto
redukce dusi¢nant v rostlinach probiha pouze za svételnych podminek (upraveno podle Fancy
et al., 2016).

Asimilace nitratu

Dalsi enzym produkujici NO je nitrit:NO reduktasa (Ni:NOR, EC 1.7.2.1), piedstavujici
specificky enzym lokalizovany v plazmatické membrané bunék kotene tabaku. Donorem
elektronu u Ni:NOR zprostiedkované redukce dusitanu je cytochrom c, nikoliv NAD(P)H
(Stohr a Stremlau, 2005).

Enzym xanthinoxidasa (XOD, EC 1.17.3.2) katalyzuje oxidaci hypoxanthinu na kyselinu
mocovou za soucasné¢ho vzniku NADH nebo superoxidového radikalu (O27) (Harrison,
2002). XOD aktivita byla také zjisténa v peroxisomech listd hrachu (Barroso et al., 1999),
nicméné role XOD v produkci NO u rostlin je stale pfedmétem vyzkumu (Astier et al.,
2018).

Dalsi cesta vzniku NO je indukce polyaminy (Yamasaki a Cohen 2006). Polyaminy patii

mezi alifatické nizkomolekularni slou¢eniny s vice nez jednou aminoskupinu. Vyskytuji se
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u vétsiny organismu. U rostlin jsou vSudypfitomné a mezi nejvyznamngjsi zastupce fadime
putrescin, spermin a spermidin.  ZvySena hladina  polyamini  sperminu
a spermidinu indukuje biosyntézu NO, avSak skute¢ny reakéni mechanismus dosud neni
objasnén. Produkce NO vyvolana polyaminy se podili na rozvoji kofend, embryogenezi,
obrang vuci stresu zpusobenym kadmiem nebo suchem (Tun et al., 2006; Groppa, et al.,
2008; Arasimowicz-Jelonek et al., 2009).

U enzymi katabolismu polyamint, jako jsou diaminoxidasy (CuAO, EC 1.4.3.22)
a polyaminoxidasy (PAO, EC 1.5.3.13), se uvadi, Ze se neznamym mechanismem nepiimo
ucastni syntézy NO (Tun et al., 2006; Wimalasekera et al., 2011). Indukce biosyntézy NO
u semenackt Arabidopsis po pfidavku sperminu a spermidinu byla poprvé popsana
v praci Tun et al., 2006. Mozné zapojeni aminoxidasy (CuAO1l) v produkci NO bylo
testovano ve studii Wimalasekera et al., 2011 u mutantd Arabidopsis cuaol-1 a cuaol-2
s defektnim genem pro CuAOl. Béhem kliceni byla u téchto mutantl popsana nizsi
produkce NO po exogennim piidavku polyamind, snizena citlivost vii¢i exogennimu
ptidavku kyseliny abscisové (ABA) a také inhibice riistu kofend. Déle byla detekovéana nizsi
produkce peroxidu vodiku (H202) v ramci odpovédi na pfidavek ABA (Wimalasekera et al.,
2011). Samotné enzymy PAO a CuAOl se vSak produkce NO piimo neucastni,
ale vznikly H,O; se miize podilet jako signdlni molekula v otevieni Ca®" kanali
(Pei et al., 2000, Kwak et al., 2003). Je znamo, ze Ca?" jsou dilezitym mediatorem
v signalnich drahach NO (Besson-Bard et al., 2009. Moznost bisyntézy NO pies dosud
neobjasnénou drahu zahrnujici polyaminy tak zlstava stale predmétem diskuze (Bellin et al.,

2013).
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Obr. 6 Schéma znazorfiujici mozné metabolické drahy pfemény argininu u Arabidopsis. L-Arginin
je substratem pro enzym s NOS-like aktivitou, arginasu a také vychozi latkou pro biosyntézu
polyaminti u Arabidopsis (upraveno podle Gross et al., 2017).

2.3.1.2 Neenzymové zdroje biosyntézy NO u rostlin

Ke vzniku NO u rostlin se kromé enzymovych cest vyznamné podili cesty neenzymové,
a to za specifickych podminek. V apoplastu vlivem kyselého pH dochazi k samovolné
redukci dusi¢nanii na dusitany za vzniku NO (Stohr a Uhlrich, 2002). Pti fyziologickych
hodnotach pH muze probihat redukce dusitand kyselinou askorbovou za vzniku kyseliny
dehydroaskorbové a NO v aleuronové vrstvé obilek je¢mene (Stohr a Ullrich, 2002). Vlivem
svétla dochazi za katalyzy karotenoidii v membranach chloroplasti k redukci NO2 na NO
(del Rio et al., 2004).
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2.4 Posttranslaéni modifikace proteinii zprostredkované RNS

Signalni drahy NO probihaji zejména prostiednictvim posttransla¢nich modifikaci (PTM),
Které ovliviluji stabilitu a aktivitu mnoha proteinti, dale lokalizaci ¢i interakci s jinymi
proteiny, coz ovlivituje fadu bunéénych funkci a signalizacni kaskady (Corpas et al., 2011).
Za nejvyznamngj$i PTM proteini zprostiedkované RNS charakterizované in vivo patii
nitrace tyrosinu, S-nitrosylace cysteinovych thiolti a nitrosace iontti pifechodnych kovu
(Freschi et al., 2013).

2.4.1 Nitrace

Nitrace tyrosinu spociva v navazani NO>" skupiny ke specifickym tyrosinovym residui
v proteinech za vzniku 3-nitrotyrosinu. NO2" pochazi z oxidu dusi¢itého (NO2), coz je silné
oxida¢ni ¢inidlo vzniklé reakci NO a Oz nebo peroxydusitanu (ONOO). Ke zvySené
produkci nitrovaného tyrosinu dochézi vlivem abiotickych i biotickych stresovych faktora,
a proto se jeho detekce povazuje za marker nitrosa¢niho stresu (Corpas et al., 2009).
Naptiklad u bunécné kultury tabaku BY-2 doslo ke zvysSeni hladiny nitrovanych proteint
po aplikaci elicitint (Saito et al., 2006). Za fyziologickych podminek 1ze detekovat uréitou
hladinu nitrovaného tyrosinu i u nestresovanych rostlin, coz poukazuje na zapojeni

nitrovanych proteint v regulaci n€kterych metabolickych drah (Chaki et al., 2009).

2.4.2 S-nitrosylace

S-nitrosylace je posttranslacni kovalentni modifikace umoznujici navazani nitroso (-NO)
skupiny na thiolovou skupinu (-SH) cysteinového residua cilovych proteint (R) za vzniku
S-nitrosothiol (R-SNO), a tim vyrazn¢ ovliviiuje aktivitu, lokalizaci nebo stabilitu proteinu
(Corpas et al., 2008). Podobn¢ jako fosforylace, S-nitrosylace je reverzibilni
a mistn¢ specificka, avSak probiha bez enzymové katalyzy. Vedle S-nitrosylovanych
proteinit vznikaji S-nitrosylaci také nizkomolekularni S-nitrosothioly. Diky tomu, ZzZe
nizkomolekularni S-nitrosothioly jsou ve srovnani s NO stabilnéjsi latky s del$im polo¢asem
rozpadu, slouzi in vivo pfedevsim jako zasobni a transportni formy NO. Nejvyznamnéj$im

zastupcem je S-nitrosoglutathion (GSNO) vznikajici v aecrobnim prostiedi reakci NO
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s redukovanym glutathionem (GSH) (Martinez-Ruiz et al., 2004). GSH je hlavni buné¢ny
antioxidant hrajici klicovou roli v $iroké Skale bunéénych procest (Noctor et al., 2012),

véetné reakci rostlin na abiotické stresy a v obrané hostitele vii¢i napadeni patogenem

(Dubreuil-Maurizi a Poinssot, 2012).

Prvni mechanismus vzniku proteinovych RSNO byl popsan ve studii Stamler et al., 1992
u sérového albuminu, ktery je hlavni transportni formou NO v krvi. Do dnes$ni doby byla
objevena fada mechanismi vedouci k tvorbé RSNO. Ktery z mechanisma vSak pievlada

in vivo, neni doposud zcela jasné.
Prvni mechanismus S-nitrosylace navrhli ve studii Kharitonov et al. (1995):
2NO +02 —2NO02(1)
NO2 + NO — N203 (2)
N203 + H20 — 2 HNO; (3)
N20z + RSH — RS-NO + HNO; (4)

Limitujici kroky rychlosti S-nitrosylace predstavuji reakce (1) dvou molekul oxidu
dusnatého (NO) s molekulou kysliku (O2), a reakce (2) oxidu dusi¢itétho (NO2) s NO

za tvorby nitrosa¢niho €inidla.

K tvorbé RSNO in vivo mize také dochazet reakénim mechanismem navrhnutym
dle Gow et al. (2004). NO reaguje s thioly za vzniku radikalového meziproduktu, u kterého

Vv ptitomnosti akceptoru elektronti dochazi k preméné na RSNO.

Jiny mozny mechanismus ptedstavuje reakce thioli s peroxydusitanem (ONOO"),
produktu reakce NO s O2". K tvorbé RSNO in vivo také dale pfispiva i ptima reakce
nitrosoniového kationtu (NO™) s thioly (Lancaster, 2008).

2.5 Regulace hladiny S-nitrosothioli

Vazba S-NO je silné polarizovana a neni tedy pfilis stabilni. Nizkomolekularni RSNO maji
polocas rozpadu v biologickych systémech v fadu nékolika sekund az minut (Mayer et al.,
1995, Singh et al., 1996). Stabilitu RSNO v roztocich ovliviiuje fada faktort, jako naptiklad

16



teplota, pH, svétlo, kationty piechodnych kovu ¢i pfitomnost kysliku atd. (Stamler a Toone,
2002). Rozklad vazby S-NO muze probihat jako monomerni S$tépeni,
a to bud’ homolytické nebo heterolytické. Heterolytické $tépeni dava vznik nitrosoniovému
kationtu (NO™) nebo nitroxylovému aniontu (NO"). Avsak za fyziologicky vyznamng&jsi

je povazovano homolytické $tépeni, kde se produkuje NO a oxidovany glutathion (GSSG).

I pfesto byla identifikovana malad skupina nezvykle stabilnich RSNO, do které fadime
napiiklad kreatinkinasu, a-tubulin, B-tubulin, CRMP-2 nebo GAPDH. Jedna se
0 tzv. S-nitrosoproteiny a jejich zvysena stabilita je pravdépodobné dusledek konformaéni

zmény, ktera snizuje dostupnost rozpoustédla (Paige et al., 2008).

Na regulaci celkové hladiny S-nitrosothiold se u rostlin podili denitrosyla¢ni
mechanismy, a to neenzymatické prostfednictvim redukovaného glutahionu (GSH) a dva
vyznamné enzymové mechanismy zprosttedkované aktivitou S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) a thioredoxinreduktasy (TrxR) (Holmgren, 2000).

2.5.1 Glutathion

Redukovany glutathion (GSH) je antioxida¢ni ¢inidlo hrajici klicovou roli v fadé bunécnych
procesti véetné obrany vicéi patogenu a odpovédi rostliny na abiotické stresové faktory
(Noctor et al., 2012; Dubreuil-Maurizi a Poinssot, 2012). Celkovou hladinu GSH
v rostlinnych buiikdch ovliviiuje také koncentrace NO (Kovacs et al., 2015). Jako
denitrosyla¢ni ¢inidlo je GSH schopen neenzymatickou cestou kontrolovat hladinu
S-nitrosylovanych proteini za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO). Uvolnény GSNO dale
slouzi jako nitrosyla¢ni ¢inidlo pro stejny protein, piipadné pro jiny cilovy protein (Kovacs
etal., 2015).

2.5.2 S-nitrosoglutathionreduktasa

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284) patii do rodiny zinek-dependentnich

alkoholdehydrogenas tiidy Il (ADH3, EC 1.1.1.1) (Martinez et al., 1996). Dtive byl enzym

oznacovan  jako  glutathion-dependentni = formaldehyddehydrogenasa  (FALDH,

EC 1.2.1.1) (Koivusalo et al., 1989). Pozd¢ji po odhaleni reakéniho mechanismu, kdy
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substratem reakce neni predpokladany GSH, ale S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH),
byl enzym piejmenovan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284).
GSNOR katalyzuje NAD*-dependentni oxidaci HMGSH na S-formylglutathion. HMGSH
vznika spontanni adi¢ni reakci GSH a formaldehydu (Obr. 7 (A)). V soucasné védecké
literature se nejcastéji pouziva pro tento enzym oznaceni S-nitrosoglutathionreduktasa
vzhledem Kk vétsimu fyziologickému vyznamu reduktasové reakce, kdy za ptitomnosti
kofaktoru NADH dochazi k redukci GSNO na GSSG a amoniak (Obr. 7 (B)).
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Obr. 7 Schéma mechanismi reakci katalyzovanych alkoholdehydrogenasou 3, resp.
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR). (A) Dehydrogenasova aktivita GSNOR spociva
v NAD"-dependentni oxidaci S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), ktery vznika adi¢ni reakci
formaldehydu (CH:0) a glutathionu (GSH), na S-formylglutathion. (B) Reduktasova aktivita
GSNOR se uplatiuyje pii NADH-dependentni redukci S-nitrosoglutathionu (GSNO) na nestabilni
meziprodukt N-hydroxysulfinamid (GSNHOH). GSNHOH spontanné prechazi
na glutathionsulfinamid  (GSONH;), ktery se Vvkyselém prostiedi  hydrolyzuje
na glutathionsulfinovou kyselinu (GSO.H) a amoniak. Lokalni nadbytek GSH vede k nukleofilnimu
ataku GSNHOH za uvolnéni hydroxylaminu (NH.OH) a oxidovaného glutathionu (GSSG) (ptevzato
Z Kubienova et al., 2013).
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Stejné jako ostatni enzymy z rodiny ADH, GSNOR je homodimerni protein obsahujici
dva atomy zinku. Kazdy monomer se dale skladd z malé¢ vazebné nekatalytické domény
a velké katalytické domény. Nekatalyticka doména obsahuje vazebné misto pro koenzym,
zatimco do katalytické domény se vaZou oba zine¢naté ionty. Jeden atom zinku se zapojuje
do katalyzy, druhy atom ma pouze strukturni funkci (Obr. 8). Lokalizace aktivniho mista
monomeru je ve §térbin¢ mezi katalytickou doménou a vazebnou doménou pro koenzym

(Kubienova et al., 2013).
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Obr. 8 Krystalova struktura rostlinné GSNOR ze Solanum lycopersicum (SIGSNOR). (A)
Struktura SIGSNOR v pfitomnosti koenzymu NAD*. Katalytickd doména je znazornéna cerné,
vazebna doména pro koenzym svétle hnéd€. Atomy jsou znazornény jako barevné kulicky:
koenzym NAD* (Zluté — atomy uhliku, modfe — atomy dusiku, ¢ervené — atomy kysliku) a atomy
zinku (zeleng€). (B) Rezidua ve struktufe apoenzymu vazajici se na katalyticky zinek. (C) rezidua
vazajici zinek se strukturni funkci. Cervené kulicky zndzoriuji molekulu vody (pievzato
z Kubienova et al., 2013).
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Mutace genu kodujiciho GSNORI ukazaly, ze ma tento enzym vyznamny vliv
na fyziologii rostliny, a to na rozvétveni stonku a trichomu, prodlouzeni hypokotylu,
produkci semen, vyvoj kvéta a kofent (Lee et al., 2008; Kwon et al., 2012; Shi et al., 2015).
Nékteré z téchto fenotypovych projevii byly diive popsany u auxinovych mutantd (Shi et al.,
2015), coz naznaCuje moznost regulace  signalizace  auxinu  pomoci
S-nitrosylace, resp. denitrosylace. Interakce mezi NO a auxiny béhem vyvoje rostliny byly
popsany, ale pfesné molekularni mechanismy nejsou dosud znamy (Shi et al., 2015).
GSNOR ma vyznamnou roli v rostlinné imunité. U mutantu Arabidopsis s vyfazenym genem
kodujicim  GSNOR1  dochazelo také Kk hromadéni intracelularniho  GSNO
a ke zvysenym hladinam S-nitrosylovanych proteint (Feechan et al., 2005).

2.5.3 Thioredoxinreduktasa

Dalsim enzymem podilejicim se na odbouravani RSNO je thioredoxinreduktasa (TrxR,
EC 1.8.1.9). TrxR katalyzuje redukci oxidovanych thioredoxini za vyuziti elektrond
z NADPH. Thioredoxiny (Trx) jsou malé vSudypiitomné proteiny (10-12 kDa)
s konzervovanym katalytickym mistem obsahujicim dva cysteiny (-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-
Lys-).

TrxR spolu s Trx a NADPH vytvafi tzv. thioredoxinovy systém (Trx/TrxR), ktery
je zapojeny do fady dilezitych bunéénych procesi a ma klicovou roli v ochrané
pted oxidativnim stresem (Holmgren, 2000). Detekce aktivity TrxR je uzitecnym markerem
oxidaéniho a nitrosa¢niho stresu. Na rozdil od GSNOR, Trx/TrxR piimo interaguje

s S-nitrosylovanymi proteiny a katalyzuje jejich denitrosylaci (Obr. 9).
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Obr. 9 Hlavni drahy podilejici se na odbouravani S-nitrosylovanych proteint. Enzymova
denitrosylace  proteintt probiha diky aktivit¢  S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
a thioredoxinreduktasy (TrxR) (upraveno podle Zaffagnini et al., 2016).

Byly navrZzeny dva mozné molekularni mechanismy denitrosylace pomoci Trx/TrxR.
V prvnim mechanismu cystein nachédzejici se v aktivnim misté¢ redukované¢ho Trx
nukleofiln¢ atakuje nitrosylovany cystein cilového proteinu za tvorby disulfidového
meziprodukt a NO". Vznikly meziprodukt se nasledné ptsobenim cysteinu dal§iho Trx
redukuje a je uvolnén oxidovany Trx (Benhar et al., 2008). V druhém mechanismu,
tzv. transnitrosyla¢nim, vede vySe zminény prvotni atak ke vzniku nitrosylovaného Trx
a redukovaného proteinu. Nasledné dochazi k uvolnéni NO™ a k tvorbé disulfidové vazby

u Trx (Stoyanovsky et al., 2005). Oba mechanismy jsou znazornény na Obr 10.

V Zivocisnych bunikach bylo popsano, ze systém Trx1/TrxR fyziologickych podminek
redukuje kaspasu-3. Ptidavek GSH in vitro nevyvolava redukci S-nitrosylované formy
kaspasy-3, avsak Trx tuto reakci ovlivituje (Mitchell a Marletta, 2005). Inhibice TrxI nebo
enzymu TrxR zvysila S-nitrosylaci kaspasy-3 v lidskych B lymfocytech (Benhar et al.,
2008).

U rostlin bylo zjisténo, ze béhem patogeneze dochazi ke zvyseni koncentrace GSNO,
ktery vyvolava S-nitrosylaci NPR1, coz vede k jeho oligomerizaci v cytosolu. Naproti
tomu infekce patogenem vyvolava indukci TrxR typu h5, ktera denitrosyluje protein
a usnadiuje uvoliovani aktivnich monomertt NPR1 (Tada et al., 2008). Bylo prokazano, ze
TrxRh5 selektivné katalyzuje denitrosylaci NPR1 prostiednictvim transnitrosyla¢niho

mechanismu jednoho aktivniho Cys (Kneeshaw et al., 2014). Zaffagnini et al. (2013)
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popsali, ze aplikace exogenniho GSH zputsobila obnovu aktivity cytoplasmatického
enzymu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy (GAPDH, EC 1.2.1.12), ktery je
reverzibilné inhibovan S-nitrosylaci Cys149. Dale bylo studovano zapojeni TrxRh5
Vv denitrosylaci GAPDH, avS$ak bylo zjisténo, ze TrxRh5 nezprostiedkovava denitrosylaci
tohoto proteinu (Zaffagnini et al., 2013). Denitrosyla¢ni procesy Trxh5 a GSNOR jsou

u rostlin pravdépodobné specifické a selektivni mechanismy (Kneeshaw et al., 2014).

SH SH
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Obr. 10 Schématické znazornéni dvou molekularnich mechanismt denitrosylace proteinti pomoci
thioredoxinreduktasy (TrxR). (1) Prvni mechanismus dava vznik disulfidovému meziproduktu
a NO". Meziprodukt mtize byt nasledné St€pen vlivem ataku cysteinu dal$iho Trx na oxidovany Trx
a redukovany protein. (2) Druhy mozny mechanismus spoéiva v redukci proteinu a vytvoreni
nitrosylovaného Trx. Nasledné dochazi k tvorbé disulfidové vazby Trx a k uvolnéni NO. (3) Stépeni
disulfidové vazby zprostfedkovava enzym TrxR ptimo za spotieby NADPH (upraveno podle
Begara-Morales a Loake, 2016).
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2.5.4 Uloha NO a S-nitrosylace v obrannych mechanismech rostlin

pFi patogenesi

NO kromé¢ své fyziologické role, zprostiedkovava u rostlin obranné reakce po napadeni
patogenem (Obr. 11). Po navazani elicitoru na receptor dojde K toku iontd
pies plasmatickou membranu (Ca®*, CI', K*), coz mimo jiné vede k blokaci H*-ATPasy
a zesileni aktivity NADPH-oxidasy. Aktivace NADPH-oxidasy zptisobi zvySenou produkci
ROS anéasledné i NO. ZvySena hladina NO v buiice ovliviiuje signaliza¢ni procesy. Nepiima
aktivace probiha prostiednictvim druhych posla jako je naptiklad kyselina fosfatidova (PA)
nebo cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP). NO se podili na pfimé regulaci aktivity MAP
kinas nebo také zpusobi jejich interakci s jinymi proteiny, které jsou modifikovany pravé
NO (Wawer et al., 2010).

Patogen Fixace Ca?* do buné¢né stény@
Demetylace pektini
Alkalizace extracelularniho media

Cl H* K'

[ 1] Eticitin § % %
¥
+ 202 20,

Acidiﬁkalclc cytosolu
Bunééna odpoved E

Obr. 11 Signalni drahy vyvolané pusobenim elicitinu. Elicitin produkovany patogenem je
rostlinnymi buiikami rozpoznan prostfednictvim receptoru lokalizovanym v plazmatické membrané
(1). Nasledna vazba vyvolava fadu bunéénych zmén: aktivaci efektorovych proteinti fosforylaci
(2)(4), aktivaci vapnikovych kanalku (3), aktivaci chloridovych kanalkd s inhibici H*-ATPasy (5)
¢i aktivaci membranové vazané NADPH-oxidasy (NAO) (6) vedouci k acidifikaci cytosolu
a dalsim bunéénym odpovédim (8). Alkalizace extracelularniho média (7) ma za nasledek zesileni
aktivity NADPH-oxidasy, zvySenou produkci ROS a zvysené zabudovéavani Ca?* iontii do bunééné
stény (9) (pfevzato z Moricova et al., 2014).
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Nejlépe charakterizovany signaliza¢ni mechanismus, kterym NO ptsobi u rostlin béhem
patogenese, je S-nitrosylace cysteinovych residui cilovych regulacnich proteinti u€astnicich
se obranné reakce (Obr. 12) (Leitner et al., 2009).

FYZIOLOGICKY STAV PATOGENESE

Fotorespirace branici
akumulaci ROS

SNO

SNo
SNO

Aktivace obrannych gen(

¢

Tvorba monomeru

ONOO" \
ROS X, SNO

Transport do jadra

6@

JADRO

N/

Obr. 12 Role S-nitrosylace v imunitni odpovédi rostlin a patogenem-indukované bunééné smrti.
S-nitrosylace aktivuje (zelené) nebo inhibuje (Cervené) aktivitu kli¢ovych regulacnich proteint
obranné reakce. Pti fyziologickych podminkach S-nitrosylace inhibuje prometakaspasu 9 (pMC9),
cysteinovou proteasu uéastnici se hypersenzitivni odpovédi (HR) a bun&cné smrti. Zvysena produkce
indukovaného oxidu dusnatého (NO) béhem obrany vici patogenu zptsobi S-nitrosylaci monomeru
NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Protein 1), glyceraldehydfosfat-3-dehydrogenasy
(GAPDH), proteinu SABP3 (Salicylic Acid Binding Protein 3), peroxiredoxinu Il E (PrxIl E),
NADPH-oxidasy (resp. RBOHD) a glycindekarboxylasy (GDC). Transkripéni koaktivator NPR1 se
mize vyskytovat v oligomerni nebo monomerni form¢, kdy pouze monomerni forma NPR1 miize
vstupovat do jadra a aktivovat expresi obrannych genti. Podobné jako u NPR1, S-nitrosylace GAPDH
umoziuje vstup do jadra a naslednou aktivaci exprese obrannych gent. S-nitrosylace SABP3
znemozni navazani kyseliny salicylové (SA) na protein, a inhibuje tak karbonatanhydratasovou
aktivitu, ktera je potiebna pro ustaveni rezistence. S-nitrosylovany peroxiredoxin II E neni schopen
detoxifikovat akumulovany peroxidusitan (ONOO"), coz vede ke spusténi programované bunécné
smrti (upraveno podle Bellin et al., 2013).
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NO ovliviyje aktivitu NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Protein 1),
vyznamného proteinu rostlinné imunity (Obr. 12). Jedna se o transkripéni koaktivator, ktery
se muze vyskytovat v oligomerni nebo monomerni form¢. Pouze monomerni forma miize
vstupovat do jadra a spoustét expresi obrannych genti a gent hrajicich roli v signalizaci SA
(Tada et al. 2008). Za fyziologickych podminek se NPRI1 v cytoplasmé vyskytuje
Vv oligomerni form¢, kde intermolekularni disulfidové mastky spojuji jednotlivé monomery.
Béhem obranné reakce dochazi k redukci disulfidickych mitstki a odStépeni monomert

NPRI1, které aktivuji expresi obrannych gent (Fu a Dong, 2013).

Mechanismem S-nitrosylace je ovliviiovana také aktivita SABP3 (Salicylic acid-binding
protein 3). SABP3 po navazani kyseliny salicylové (SA) vykazuje karbonatanhydratasovou
aktivitu potfebnou pro ustanoveni resistence (Obr. 12). S-nitrosylace residua Cys280 zabrani

navazani SA na protein, a tim inhibuje jeho katalyticky u¢inek (Wang et al., 2009).

GAPDH  je dulezitym  glykolytickym  enzymem  Katalyzujici  pfeménu
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat za pfitomnosti NAD* a anorganického
fosfatu. V rostlinach existuje vice isoforem GAPDH lokalizovanych v jadie, cytosolu nebo
plastidech (Anderson et al., 2004). Bylo prokazano, ze rostlinna GAPDH muze byt
S-nitrosylovana in vitro a in vivo. U Arabidopsis je aktivita cytosolarni GAPDH sniZena diky
S-nitrosylaci dvou cysteint v katalytickém misté Cys149 a Cys155 (Zaffagnini et al., 2013).
Bylo zjisténo, ze stejné jako u NPR1, S-nitrosylace Cys149 v katalytickém misté inhibuje
aktivitu cytosolarni GAPDH a podporuje jeji translokaci do jadra, kde spousti expresi
obrannych genu (Obr. 12) (Wawer et al., 2010).

Metakaspasy 9 (pMC9), proteasy s cysteinem v aktivnim misté Sté€pici specificky
peptidovou vazbu za aspartitem, jsou znamé piedevSim svou nezastupitelnou funkci
v apoptoze. Navazani NO na cysteinové residuum Vv aktivnim misté metakaspasy vede
K inhibici apoptotické aktivity. Za fyziologickych podminek byla u Arabidopsis popsana
inhibice autoproteolytické aktivity prometakaspasy 9 (AtMC9) prostfednictvim
S-nitrosylace Cys147. Inhibice enzymové aktivity byla pozorovana pouze u inaktivniho
zymogenu, zatimco AtMC9 ve své aktivni forme nebyl S-nitrosylaci ovlivnén (Belenghi
et al., 2007).

Enzym NADPH-oxidasa (EC 1.6.3.1), u rostlin oznafovan také jako RBOHD
(Respiratory Burst Oxidase Homology D), je lokalizovany v plasmatické membrané
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a slouzi jako vyznamny producent ROS (Torres et al., 2005). S-nitrosylace Cys890 béhem
obranné reakce snizila aktivitu NADPH oxidasy (resp. AtRBOHD), a tedy i produkci ROS
anasledné zpomalila pozdni fazi hypersenzitivni odpovédi (HR) (Obr. 12) (Yunetal., 2012).

Peroxiredoxiny (Prx, EC 1.11.1.15) patii do skupiny vyznamnych antioxida¢nich enzyma
schopnych detoxifikovat Sirokou $kalu substrati odvozenych od ROS. U rostlin byly podle
po¢tu a polohy konzervovanych Cys charakterizovany 4  hlavni  tfidy:
2-Cys Prx, 1-Cys Prx, Prx Q a typy Prx Il, které se nachazi v cytosolu, mitochondriich,
chloroplastech a v jadie (Rouhier a Jacquot, 2005; Iglesias-Baena et al., 2010; Dietz, 2011).
Peroxiredoxin II E (PrxIl E), lokalizovany ve stromatu chloroplastli, za normalnich
podminek redukuje H.O2 a ONOO™. Béhem patogeneze dochazi k S-nitrosylaci Cys121
v aktivnim misté, coz inhibuje schopnost odbouravani toxického ONOO™. Dochazi k jeho
akumulaci v bunice, coz nasledné zpisobuje indukci programované bunééné smrti
(Romero-Puertas et al., 2007). S-nitrosylace PrxII E byla zjisténa béhem HR u Arabidopsis
po infekci avirulentnim bakteridlnim patogenem Pseudomonas syringae pv. tomato
(Romero-Puertas et al., 2007). Po aplikaci GSNO do bunééné kultury Arabidopsis doslo
k S-nitrosylaci cytosolarni formy PrxIl B a mitochondrialni PrxII F (Lindermayr et al.,
2005).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (USA): redukovany glutathion; Triton X-100.

AppliChem (Némecko): AEBSF — inhibitor proteas; dodecylsiran sodny; hovézi sérovy
albumin frakce V.

Bio-Rad (USA): bromfenolova modi; Coomassie Brilliant Blue R-250; marker molekulové

hmotnosti Precision Plus DualXtraStandards.

Lachema (Ceska republika): dithiotreitol; kyselina chlorovodikova.
Lach-Ner (Ceska republika): ethanol; methanol.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.

Sigma-Aldrich  (Némecko):  akrylamid; askorbat;  auranofin;  bisakrylamid;
dimethylsulfoxid; ethylendiamintetraoctova kyselina; glycerol, glycin;
N,N-dimethylformamidfenylmethansulfonyl ~ fluorid; N, N°- tetramethylendiamin;
n-butanol; nikotinamindinukleotid redukovany; nikotinamindinukleotidfosfat redukovany;
nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem; seleno-L-cystin,
octova kyselina; persiran amonny; Ponceau S; primarni monoklonalni mysi anti-biotin

protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou; S-methylmethanthiosulfonat; Tween 20.

Thermo  Scientific (USA): Dimethylsulfoxid;  N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3’-(2’-
pyridyldithio)-propionamid (biotin-HPDP).

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytick¢ vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); blotovaci systém Mini PROTEAN® Tetra Cell
(Bio-Rad, USA); centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); digitalni pH metr (InoLab pH
levell, Némecko); digitalni ptedvazky (KERN, Némecko); dokumentaéni zafizeni
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Gel-Doc (Bio-Rad, USA); exikator (Kavalierglass, Ceska republika); elektroforeticky systém
Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagnetickd michacka IKA
(Labortechnik, Némecko); kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA); mikrodesticky Test plate
96F (TPP, Svycarsko); mikrodestickovy Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA);
nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA); vakuova vyvéva D-lab (Edwards, USA);
vortex (Stuart, UK); wvyhiivaci box do 100 °C (AescuLab, Taiwan), zdroj
pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA).

3.2 Biologicky material

3.2.1 Rostlinny material

Pro studium vlivu modifikace struktury elicitinii infestinu a kryptogeinu na proces
S-nitrosylace byly vybrany 4 genotypy rajéete Solanum spp.: S. lycopersicum cv. Amateur,
S. lycopersicum cv. Micro-Tom, S. chmielewskii a S. habrochaites, které se 1isi rezistenci

vici biotrofnimu patogenu padli rajéatovému (Pseudoidium neolycopersici) (Tab. 3).

Semena jednotlivych genotypi rajcete byla vyseta do perlitu. Semenacky s vyvinutymi
déloznimi listy (10 denni) byly pfesazeny do kvétinact se zahradni zeminou a péstovany
ve skleniku pfi teploté 18-20 °C s fotoperiodou 12/12 h (den/noc). Pro experimenty byly
pouzity 8 tydenni rostliny.

Tab. 3 Rezistence studovanych genotypu rajéete Solanum spp. vici patogenu padli rajéatovému
(Pseudoidium neolycopersici).

Genotyp Nachylnost viici patogenu
S. lycopersicum cv. Amateur Citlivy
S. lycopersicum cv. Micro-Tom Citlivy az stiedné rezistentni
S. chmielewskii Stiedné rezistentni
S. habrochaites Rezistentni
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3.2.2 Elicitiny

V experimentech byly pouzity elicitiny infestin, kryptogein, mutanti infestinu V84F
a V13K/A14T a mutanti kryptogeinu K13V a V84F. Elicitiny a jejich mutanti byly
pfipraveny jako rekombinantni proteiny a byly poskytnuty Ustavem biochemie PiF MUNI

v Brn¢ z vyzkumné skupiny vedené doc. Mgr. Janem Lochmanem, Ph.D.

3.2.3 Patogen

Padli rajcatové (Pseudoidium neolycopersici) pouzivané v experimentech bylo poskytnuto
doc. RNDr. Barborou Mieslerovou, Ph.D. z Katedry botaniky PfF UP. Patogen byl péstovan
na 2-3 mésice starych rostlinach genotypu S. lycopersicum cv. Amateur
ve fytotronu pfi teploté 18-20 °C a fotoperiodé 12/12 h (den/noc). Ve 14dennich intervalech

byl patogen pieinokulovavan na nové neinfikované rostliny.

3.3 Experimentalni metody

3.3.1 Elicitace listi a nasledna inokulace patogenem

Elicitace byla provadéna pomoci metody nasavani elicitinu pies povrch listu. Z kazdé
rostliny byla odebrana od spodu ¢tvrta fada listd (Obr. 13 (A)). Pomoci injekéni jehly byly
provedeny jemné vpichy vzdy do stejnych mist listu (Obr. 13 (B)). Listy byly vlozeny
do kadinek s 20 ml roztoku elicitinu o koncentraci 500 nmol-1"* nebo s 20 ml destilované
vody V piipadé kontrolnich vzorkll. Nasavani probihalo v exikatoru pod vakuem po dobu
15 min. Nasledné byly fapiky listi obaleny do vlhké vaty a listy byly pieneseny
na vodou navlhéeny filtracni papir do Petriho misek (Obr. 13 (C)). Po dobu 48 h byly misky
ulozeny ve fytotronu pii teploté 18-20 °C s fotoperiodou 12/12 h (den/noc). Polovina list,
oznacena jako neinfikované vzorky, byla zamraZena v tekutém  dusiku
a uchovana pti -80 °C pro nasledujici experimenty (Obr. 13). Druha polovina listd byla
infikovana patogenem Pseudoidium neolycopersici metodou listového otisku a ulozena
ve fytotronu po dobu dalsich 48 h. Poté byly infikované vzorky zamrazeny v tekutém dusiku

a uchovany pii -80 °C pro nasledujici experimenty (Obr. 13).
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I. Neinfikované vzorky

48 h

] — [ Sbér materialu ]

Infiltrace
elicitiny

II. Infikované vzorky

48 h 48 h
Infiltrace Inokulace patogenem . L
[ elicitiny ] — (Pseudoidium —_— [Sber materialu ]
neolycopersici)

Infiltrace elicitiny

A) ©

Obr. 13 Schéma experimentu. V ramci elicitace listi metodou nasavani elicitinti pfes povrch listu
byly pro experimenty odebrany z kazdé rostliny listy ze ¢tvrté fady (A), do kterych byly provedeny
jemné vpichy (B). Po nasledném nasati elicitinti byly fapiky lista obaleny ve vlhké vaté a listy byly
pteneseny na filtra¢ni papir do Petriho misek (C).

3.3.2 Extrakce

Rostlinny material byl homogenizovan v tekutém dusiku na jemny prasek a poté byl
extrahovan v poméru 1:2 (0,5 g rostlinného materidlu: 1 ml pufru) v extrakénim pufru
(50 mmol-1? Tris-HCI, pH 7,5; 0,2 % Triton X-100; 1 mmol-1"* EDTA; 1 mmol-1"* AEBSF).
Po 20 min inkubace vzorka v misce s ledem byly vzorky s extraktem centrifugovany 30 min
pii 16 000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl precistén gelovou filtraci na kolonce NAP-5.
Kolonka byla nejprve ekvilibrovana 20 mmol-1? Tris-HCI, pH 8 (3x 2,5 ml pufru).
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Po  ekvilibraci bylo na  kolonku  naneseno 500 ul  supernatantu
a po aplikaci 2 ml elu¢niho pufru (20 mmol-1? Tris-HCI, pH 8) byl zachycen 1 ml eluatu.

Nasledné¢ byla kolonka promyta 25 ml deionizované vody.

3.3.3 Stanoveni koncentrace celkovych proteini Bradfordovou metodou

Pro stanoveni koncentrace celkovych proteint ve vzorku byla pouzita Bradfordova metoda.
Principem metody je interakce proteind v kyselém prostiedi s barvivem Coomasie Brilliant
Blue G-250 za vzniku stabilniho komplexu, ktery 1ze nasledné spektrofotometricky stanovit
pfi 595 nm (Bradford, 1976).

Me¢fteni obsahu proteinit bylo provadéno v 96 jamkovych mikrotitracnich destickéch.
Do jednotlivych jamek bylo postupné aplikovano 45 pl deionizované vody, 5 pl extraktu
nebo standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) o pfislusné koncentraci. Nasledné
bylo pridano 200 ul Bradfordova ¢inidla. Po 10 min inkubaci pfi laboratorni teploté byla

zmeéiena absorbance pii 595 nm.

Kalibra¢nich standardy BSA mély hodnoty koncentraci 0,025; 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0;1,2a1,4 mg-ml?.

Slozeni zasobniho roztoku Bradfordova ¢inidla:

0,5 mg-ml™! Coomasie Brilliant Blue G250; 0,25 mol-1"* methanol; 0,5 mol-1* kyselina

fosfore¢na. Pracovni roztok byl pfipraven nafedénim 1:4 deionizovanou vodou.

3.3.4 Stanoveni koncentrace proteinovych S-nitrosothioli Savillovou

metodou

Pro stanoveni proteinovych S-nitrosothiolt (RSNO) byla pouzita Savillova metoda.
Principem metody je kvantifikace uvolnéného NO* pti rozkladu RSNO Vv piitomnosti Hg?*
soli. Vznikajici dusitan reaguje se sulfanilamidem za tvorby diazoniové soli, ktera kopuluje
s NED ¢inidlem za vzniku azobarviva. Vysledny produkt je mozné spektrofotometricky

detekovat pii 540 nm (Saville, 1958).
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Do 96 jamkové mikrotitraéni desticky bylo napiptovano 195 pl c¢inidla Griess B,
Vv piipadé blanku 195 pl ¢inidla Griess A. Po ptidavku 5 pl precisténého rostlinného extraktu
na kolonce NAP-5 nasledovala 5 min inkubace. Poté bylo piidano 100 ul ¢inidla NED

a po dalsi 5 min inkubaci byla métena absorbance pii 540 nm.

Kalibra¢ni standardy GSNO mély hodnoty koncentraci 1; 5; 10; 50; 100; 150;
200 mol-I"* GSNO v 0,5 mol-I* HCI.

Pouzité roztoky:

e Cinidlo Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1* HCI
e Cinidlo Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-I"* HCI a 1% HgCl>

e Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vodé

3.3.5 Méreni aktivity enzymu S-nitrosoglutathionureduktasy (GSNOR)

Spektrofotometrické méteni reduktasové aktivity GSNOR je zaloZzeno na principu

Warburgova optického testu, kdy se sleduje oxidace NADH piti 340 nm.

Do jamek mikrotitra¢ni desticky byla napipetovana reakéni smés: 225 pl reakéniho pufru
(20 mmol-1* Tris-HCI, pH 8), 15 pl extraktu a 30 pl 2 mmol-1"* NADH. Pro spusténi reakce
bylo pfiddno 30 pl 4 mmol-1"t GSNO jako substratu. V ptipadé blanku bylo misto substratu
piidano 30 pl deionizované vody. Méfeni poklesu absorbance pii 340 nm probihalo
v intervalu 10 s po dobu 10 min. Roztoky NADH a GSNO byly vzdy pfipravovany Cerstvé

pfed méfenim a uchovany ve tm¢, aby nedochézelo k jejich degradaci.

3.3.5.1 Priprava S-nitrosoglutathionu (GSNO)

Ptiprava S-nitrosoglutathionu byla provadéna podle metodiky uvedené ve studii

Moore a Mani (2002).

Ve 3 ml 1 mol-I"t HCI, vychlazené na ledové lazni, bylo rozpusténo 614 mg GSH
a za stalého michani bylo do roztoku pfidano 138 mg NaNO2. Vznikld sraZenina byla
po 40 min michani na ledové lazni odsata na Biichnerové nalevce a promyta 2x 10 ml
vychlazenou deionizovanou H2O, 2x 5 ml vychlazenym acetonem a 2x 10 ml vychlazenym

diethyletherem. Poté byla vznikld srazenina zabalena do alobalu kvili své fotolabilité
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a ponechdna pies noc v exsikatoru. Nasledujici den byl vysuSeny GSNO pienesen

do plastové mikrozkumavky a uchovan pfi - 28 °C.

3.3.6 Méreni aktivity enzymu thioredoxinreduktasy (TrxR)

Pro méfeni aktivity byla pouzita metoda ptimého stanoveni TrxR podle publikace Cunniff
et al., 2013. Princip méfeni zmén absorbance pii 340 nm spociva ve sledovani oxidace

NADPH pii redukci selenocystinu enzymem TrxR (Obr. 14).

Do jamky mikrotitracni desticky bylo napipetovano 175 ul reakéniho pufru
(50 mmol-1? Tris-HCI, pH 7.5), 25 pl extraktu, 40 pl 2 mmol-1" NADPH. Pro spusténi
reakce bylo pfidano 80 pl 2 mmol-1" selenocystinu nebo 80 ul deonizované vody v piipadé
blanku. Nasledovalo méfeni poklesu absorbance pii 340 nm v intervalu 30 s po dobu
20 min. Roztoky NADPH a selenocystinu byly vzdy piipravovany Cerstvé pired méfenim

a uchovany ve tme.

[ NADP* + H* ] [ Sec-Se-Se-Sec ]

Obr. 14 Redukce selenocystinu katalyzovana enzymem thioredoxinreduktasou (TrxR) (upraveno
podle Cunniff et al., 2013).
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3.3.7 Biotin-switch

Princip metody biotin-switch (BST) je zaloZen na reverzibilnim znaceni S-nitrosylovanych
cysteini zna¢kou nesouci navazanou molekulu biotinu (biotin-HPDP) (Jaffrey a Snyder,
2001). BST se sklada ze tfi kroki (Obr. 15). Prvnim krok zahrnuje blokaci volnych
thiolovych skupin proteinu pisobenim methyla¢niho ¢inidla S-methylmethanthiosulfonatu
(MMTS) specifického pro thioly. Druhy krok zahrnuje redukci S-nitrosothiolti (-SNO)
askorbatem na thioly (-SH). Poté dochazi ke zna¢eni volnych thiolt biotinem-HPDP.

Rostlinny material (1 g) byl homogenizovan Vtekutém dusiku a smichan
s 2 ml extrakénim pufrem HENT (pomér 1:2). Nésledné byly vzorky inkubovany 10 min
na ledu. Poté byla provedena centrifugace extraktu po dobu 30 min pti 16000x g a teploté
4 °C. Supernatant byl pfenesen do novych mikrozkumavek a byla uréena koncentrace
proteinti ve vzorku pomoci Bradfordovy metody (3.3.4). Pro znaceni metodou BST bylo

pouzito 0,5 mg celkovych proteint.

Pro blokaci volnych thiolovych skupin ve vzorcich bylo pouzito ¢inidlo MMTS
o koncentraci 0,02 mmol-I* a nasledn& byl ptidan 2% dodecylsiran sodny (SDS). Jako
kontrola pro blokovani volnych —SH skupin proteint slouzil vzorek bez ptidavku MMTS.
Takto upravené vzorky byly inkubovany v termobloku pfi teploté 50 °C po dobu 30 min
ve tmé. Po inkubaci byl ptidan 1 ml ledové vychlazeného acetonu a vzorky byly ponechany
precipitovat po dobu 30 min pfi teploté -28 °C. Poté byly vzorky centrifugovany pti 10000x
g 20 min a 4 °C. Vznikly sediment byl promyt 500 pl ledové vychlazeného acetonu a opét
centrifugovan 10 minut za stejnych podminek. Sediment byl poté rozsuspendovan v 100 pl
HENS pufru. Poté byl ptidan askorbét o vysledné koncentraci 1 mmol-1* a biotin-HPDP
o vysledné koncentraci 1 mmol-I?. Po 1 h inkubace piilaboratorni teploté ve tmé
nasledovalo ptidani 500 pl ledové vychlazeného acetonu a vzorky byly ponechany
precipitovat pfes noc pii -28 °C. Jako negativni kontrola slouzily vzorky, k nimZ bylo

po biotinylaci ptidano redukéni ¢inidlo DTT o vysledné koncentraci 100 mmol-17.

Druhy den byly vzorky centrifugovany po dobu 20 min pii 10000x g a 4 °C
a nasledné¢ 10 min za stejnych podminek. Mezi centrifugacemi byl sediment promyt
500 ul ledové vychlazeného acetonu. Sediment byl nakonec rozsuspendovan v HEN pufru
na koncentraci 1 mg-ml™. Nasledné byly vzorky analyzovany metodami SDS-PAGE (3.3.8)
a Western blot (3.3.9).
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Pouzité roztoky:

e HENT pufr: 25 mmol-I"*HEPES, pH 7,7; 1 mmol-I'EDTA; 0,1 mmol-I"*neocuproin; 1%
Triton X-100.

e HENS pufr: 25 mmol-I*HEPES, pH 7,7; 1 mmol-IEDTA,; 0,1 mmol-I"*neocuproin; 1%
SDS.

e HEN pufr: 25 mmol-I"*HEPES, pH 7,7; 1 mmol-I".EDTA; 0,1 mmol-I"neocuproin.
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— SH — SNO — SNO

A B C
— SH — SH — SNO
Blokace volnych
— SSCH4 — SNO — SNO
A B ¢
~— SSCH, — SSCH; — SNO
S-nitrosothiol(
— SSCH; — SH — SH
A B C
— SSCH; — 5S5CH4 — SH
— SSCH;, — SS-biotin — SS-biotin
B C
— SSCH, — SSCH;4 — SS-biotin
SDS-PAGE
A B C

Obr. 15 Schéma postupu znaceni S-nitrosylovanych proteintt metodou biotin-switch (BST). Jsou
zndzornény tii proteiny (A, B, C) lisici se stupném S-nitrosylace. BST se sklada se ze tii krokd.
V  prvnim  kroku  dochazi  kblokaci  volnych  thiolovych  residui ~ pomoci
S-methylmethanthiosulfonatu  (MMTS). V druhém kroku askorbat redukuje S-nitrosothioly
za vzniku volnych thiolovych skupin. Ve tieti ¢asti BST jsou volné thioly znaceny biotinem-HPDP.
Takto upravené vzorky je nasledné mozné analyzovat metodou SDS-PAGE za neredukujicich
podminek a detekovat metodou Western blot s vyuzitim anti-biotin protilatky (upraveno podle
Forrester et al., 2009).
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3.3.8 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti detergentu dodecylsiranu sodné¢ho

(SDS-PAGE) slouzi k separaci proteinti na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.

Vzorky ptipravené metodou biotin-switch (3.3.7) byly smichany v poméru 1:3
s4x koncentrovanym Laemmliho vzorkovacim pufrem za neredukujicich podminek,
tj. pufr byl pfipraven bez obsahu redukénich latek DTT ¢&i B-merkaptoethanolu. Z divodu
lability vazby proteinu zna¢eného biotinem-HPDP nebyla provedena inkubace v termobloku
pied nanaSenim vzorku na gel. Do jamek v pripraveném gelu (Tab. 4) bylo aplikovano 25 pul

vzorku a 3 ul standardu molekulové hmotnosti.

Elektroforetickd separace proteini probihala v 12% délicim polyakrylamidovém gelu,
pH 8,8 a v 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8 (Laemmli, 1970). D¢leni
v zaostfovacim gelu probihalo pfi konstantnim napéti 120 V, v délicim gelu bylo napéti

zvySeno na 180 V.

Pouzité roztoky:

e 4x koncentrovany Laemmliho vzorkovaci puft: 0,5 mol-I" Tris-HCI pH 6,8; 16% SDS;

80% glycerol; 0,8% bromfenolova modf
e Standard molekulové hmotnosti Precision Plus Protein Dual Xtra Standards

e Elektrodovy puft: 0,025 mol-1" Tris-HCI; 0,192 mol-1? glycin; 0,1% SDS

Tab. 4 Slozeni zaostiovaciho a déliciho polyakrylamidového gelu pro pfipravu 2 gelu pro skla
s mezerniky 1,5 mm.

Gel (%) H.O AKkrylamid/Bis ©~ Pufr* 10% TEMED 10%

(ml) (T 30%, (ml) (wiv) (ml) (wWiv)

C 2,67%) SDS APST

(ml) (ml) (ml)

4% 6,1 1,3 2,5 0,1 0,01 0,1

(zaosttovaci)

12% 6,8 8 5 0,2 0,02 0,2

(delici)

* Pro zaostfovaci gel byl pouzit 0,5 mol-1* Tris-HCI, pH 6,8.
Pro délici gel byl pouzit 1,5 mol-1" Tris-HCI, pH 8,8.
+ Pridavkem 10% APS byla zah4jena polymerace.

37



3.3.9 Western blot

Metoda Western blot slouzi ke kvalitativni nebo semikvantitativni detekci proteina
ve vzorku. Separované proteiny jsou pusobenim elektrického proudu prenaseny
z polyakrylamidového gelu na povrch membrany (nitrocelulosové nebo PVDF

s definovanou velikosti porti) a nasledné detekovany specifickou protilatkou.

Transfer separovanych proteint na nitrocelulosovou membranu byl realizovan pomoci
blottingu v tankovém uspofadani po dobu 2 h. Pied samotnym pienosem byl veskery
blotovaci material véetné gelu ponechan 20 min inkubovat v blotovacim pufru. Blotovaci
kazeta byla od spodni ¢asti (anoda) sklddana v nasledujicim potadi: blotovaci porézni
houbicka, 2x blotovaci papir, membrana, gel, 2x blotovaci papir a blotovaci porézni
houbi¢ka. Uspéinost transferu proteinli byla zji§téna viditelnym pienosem barevného
standardu markeru molekulové hmotnosti z gelu na membranu a také naslednym barvenim
membrany pomoci vodou vymyvatelného cerveného diazobarviva Ponceau S. Béhem
imunochemické detekce byla membrana nejprve inkubovana v blokovacim roztoku
po dobu 2 h. Poté byla membrana ptenesena do roztoku primarni monoklonalni anti-biotin
protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou zfedéné v poméru 1:2000 s blokovacim
roztokem. Inkubace probihala za stalého tfepani ptes noc pii teploté 4 °C. Druhy den byla
membrana 4x po dobu 10 min promyta roztokem TTBS. Pro vizualizaci bandii byl pouZzit
barvici roztok chromogenniho substratu NBT-BCIP. Reakce byla zastavena piidavkem
destilované vody. Membrana s detekovanymi bandy byla usuSena a vyfocena. Intenzita
bandt byla vyhodnocena v programu ImageJ 1.33 software (National Institute of Health,
USA).

Pouzité roztoky a protilatky:

e Blotovaci puft: 0,025 mol-I* Tris-HCI; 0,192 mol-I* glycin; 20% methanol, pH 8,3
e Blokovaci roztok: 5% BSA v TTBS pufru
e Barvici roztok Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova

e Primarni protilatka: primarni monoklonalni mysi anti-biotin protilatka konjugovana

s alkalickou fosfatasou zfedéna blokovacim roztokem v poméru 1:2000
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e Pracovni pufr pro imunodetekci (TTBS): 20mM Tris; 500mM NaCl; 0,1% Tween-20;
pH 7,5

3.3.10 Statistické vyhodnoceni dat

Jednocestna analyza variance (One-Way ANOVA) a neparovy t-test byly provedeny
v programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv elicitini na S-nitrosylaci

4.1.1 Porovnani hladiny proteinovych S-nitrosothiolii u jednotlivych
genotypu Solanum spp.

Prvnim cilem v experimentélni ¢asti ptedlozené diplomové prace bylo porovnat hladinu
proteinovych S-nitrosothiold (RSNO) v listech neinfikovanych a infikovanych rostlin
studovanych genotypu Solanum spp. s vyuzitim Savillovy metody (Obr. 16).

U neinfikovanych vzorkii byla detekovana srovnatelnd hladina proteinovych
RSNO u genotypi S. lycopersicum cv. Micro-Tom a S. chmielewskii. V pfipadé genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur byla zaznamenana 2,5 krat vyssi hladina RSNO. U genotypu
S. chmielewskii byla stanovena o polovinu niz§i hladina RSNO ve srovnani s vyse

uvedenymi genotypy (Obr. 16).

V pfipad¢ infikovanych vzorkl byla zjiSténa rozdilnd hladina RSNO u jednotlivych
genotypu. Podobny trend byl shledan u stfedné rezistentnich genotypu S. lycopersicum
cv. Micro-Tom a S. chmielewskii, a také i u rezistentniho S. habrochaites, kdy ve vSech
piipadech doslo po infekci P. neolycopersici k vyznamnému narustu RSNO. Naopak,
u nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur doslo ke snizeni hladiny RSNO.

0,14 - neinfikovany H infikovany
335 o012
£ £ I
28 O] "
E ; 0,08 *odk
A § 0,06 - -
£ 9 o
3 E 0,04 - I s
T 0,02 I '

0 T T T |
S. lycopersicum cv. S. lycopersicum cv.  S. chmielewskii S. habrochaites
Amateur Micro-Tom

Obr. 16 Stanoveni hladiny proteinovych S-nitrosothiolti v neinfikovanych a infikovanych listech
studovanych genotypt Solanum spp. Neparovy t-test ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.1.2 Stanoveni hladiny proteinovych S-nitrosothioli po elicitaci

Vliv elicitind a jejich mutantd na hladinu proteinovych RSNO vV listech neinfikovanych

a infikovanych rostlin byl zkouman u vSech genotypa Solanum spp. (Obr. 17, Tab 5).

Elicitace genotypu S. lycopersicum cv. Amateur (Obr. 17 (A)), S. lycopersicum cv.
Micro-Tom (Obr 17 (B)) S. chmielewskii (Obr. 17 (C)) a S. habrochaites (Obr. 17 (D))
indukovala nartust RSNO u neinfikovanych vzorki. Nejvyraznéji se zvySeni hladiny RSNO
projevilo u rezistentniho genotypu S. habrochaites a stfedné rezistentniho genotypu
S. chmielewskii. Nejmensi zména hladiny RSNO byla detekovana u genotypu
S. lycopersicum cv. Micro-Tom, kdy v piipad¢ aplikace elicitinit CRY a CRY V84F doslo

k mirnému sniZeni koncentrace RSNO ve srovnani s kontrolou.

Pti studiu vlivu elicitint v pritbéhu patogenese byl zjistén pokles, ale také 1 nartist hladiny
RSNO o rizné intenzité v zavislosti na studovaném genotypu Solanum spp. a typu elicitinu.
Jednotlivé zmény nebyly vyrazné pii srovnani s infikovanou kontrolou infiltrovanou pouze
vodou, oproti neinfikovanym vzorkim okomentovanym vyse v textu. Nejvyznamnéjsi vliv
na zvySeni hladiny RSNO méla elicitace INF VI3K a INF V84F
u genotypu S. chmielewskii (Obr. 17 (C)) a také CRY V84F u genotypu S. habrochaites
(Obr. 17 (D)). Naopak u¢inkem CRY K13V a CRY V84F doslo ke snizeni hladiny RSNO
u genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 17 (B)) a S. chmielewskii (Obr. 17 (C)).
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Obr. 17 Zména hladiny proteinovych S-nitrosothiold (RSNO) vlivem aplikace elicitinti v listech
neinfikovanych a infikovanych genotypid Solanum spp.. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci
elicitind, infikované vzorky 48 h po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci).
Hladina proteinovych RSNO byla vypocitana v jednotkach pmol/mg proteinu. V piipadé
neinfikovanych vzorki byly hodnoty vztazeny k neinfikované kontrole infiltrované vodou. Hodnoty
pro infikované vzorky byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem
P. neolycopersici. Plné oznaCeni mutantu INF V13K uvedené v grafech je INF V13K/A14T.
Statistika: Anova * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Tab. 5 Orientacni tabulka s porovnanim vlivu aplikace elicitind na hladinu proteinovych
S-nitrosothiolt v listech neinfikovanych a infikovanych genotypu Solanum spp.. (A) Neinfikované
vzorky 48 h po aplikaci elicitini, (B) infikované vzorky 48 h po inokulaci patogenem
P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci).

(A) Neinfikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola ~ ~ ~ ~
CRY + 4+ + ++
CRY K13V ~ ~ 4== ++
CRY V84F ++ + + ++
INF + + ++ ++
INFV13K/A14T 4== + 4== +
INF V84F + + + +

(B) Infikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola ~ ~ ~ ~
CRY n - - "
CRY K13V ~ T + ~
CRY VB84F I T 3 3=
INF ~ ~ ~ +
INFV13K/A14T + T + ~
INF V84F ~ - T m
Rozdil v hladiné proteinovych RSNO (ndsobek)
- +++ | ++ | + | ~ I + ++ +++ -
od 0,5 od 0,7 od 0,9 od 0,9 od1,1 od 1,5 od 2
pod 0,3 do 0,3 do 0,5 do 0,7 do1,1 do 1,5 do 2 do 2,5 nad 2,5
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4.2 Detekce S-nitrosylovanych proteinti metodou biotin-switch

V ramci dal$iho experimentu byly izolovany S-nitrosylované proteiny obsazené V listech
jednotlivych elicitini u neinfikovanych a infikovanych vzorkii u vsSech studovanych
genotypu Solanum spp. S-nitrosylované proteiny byly zna¢eny metodou BST. Separace
proteinti byla provadéna pomoci SDS-PAGE za neredukujicich podminek a nasledné byly
proteiny pfeneseny na nitrocelulosovou membranu. Pro detekci proteinti s navazanym
biotinem-HPDP byla pouzita anti-biotin protilatka konjugovana s AP (1:2000) a proteiny
byly vizualizovany barvenim NBT-BCIP. Na Obr. 18-21 jsou porovnany U jednotlivych
genotypu detekované bandy S-nitrosylovanych proteini a také vyhodnoceny odpovidajici

intenzity signalu. Na Obr. 22 je zobrazen kontrolni experiment pro metodu BST.

U vsech genotypi doslo u neinfikovanych vzorki infiltrovanych elicitiny K nardstu
S-nitrosylovanych proteind, pficemz nejvétsi intenzita byla zaznamenana u S. chmielewskii
po elicitaci CRY, CRY K13V, CRY V84F a INF V13K/A14T (Obr. 20) a také u genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur vlivem ptisobeni CRY V84F a INF (Obr. 18).

U jednotlivych genotypli byla shledana v pribéhu patogenese rozdilnd intenzita
a zastoupeni detekovanych S-nitrosylovanych proteinti. V pfipadé citlivého genotypu
S. lycopersicum cv. Amateur byly zaznamenany nejintenzivnéj$i bandy Vv oblasti
molekulovych hmotnosti 55 kDa a 22 kDa (Obr. 18). U genotypu S. lycopersicum
cv. Micro-Tom (Obr. 19) byly detekovany nejintenzivnéjsi bandy o molekulové hmotnosti
55 kDa a 30-33 kDa. V oblasti molekulovych hmotnosti 55 kDa, 33 kDa a 17 kDa doslo
k indukci S-nitrosylace proteinti, kdy intenzita jednotlivych bandii zavisela na typu elicitinu
(Obr. 19). U genotypu S. chmielewskii (Obr. 20) a S. habrochaites (Obr. 21) byl vyskyt
S-nitrosylovanych  proteini  nejintenzivné&j$i v oblasti  molekulovych  hmotnosti

55 kDa, 33 kDa, 17 kDa a 15 kDa.
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S. lycopersicum cv. Amateur
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Obr. 18 Detekce S-nitrosylovanych proteind v listech u neinfikovanych a infikovanych vzorki
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci elicitind, infikované
vzorky 48 h po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci). (A) Imunochemicka
detekce S-nitrosylovanych proteinti v listech pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP
(1:2000). Blokovani volnych thiolt pomoci 0,02 mmol- I'MMTS, S-nitrosylovana cysteinova
residua byla redukovana 1 mmol- I* k. askorbovou a znacena 1 mmol- It biotinem-HPDP.
SDS-PAGE probihala za neredukujicich podminek. Na gel bylo naneseno 100 pg celkovych
proteind. Pfenos proteinii na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci
Ponceau S. Detekce pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000), barveni NBT-BCIP.
(B) Denzitometrické vyhodnoceni hladiny S-nitrosylovanych proteini v programu ImageJ.
V piipadé neinfikovanych vzorkd byly hodnoty vztazeny k neinfikované kontrole infiltrované
vodou. Hodnoty pro infikované vzorky byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované
patogenem P. neolycopersici. Plné oznaCeni mutantu INF V13K uvedené vgrafu je INF
V13K/A14T.
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S. lycopersicum cv. Micro-Tom
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Obr. 19 Detekce S-nitrosylovanych proteint v listech u neinfikovanych a infikovanych vzorka
genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci eliciting, infikované
vzorky 48 h po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci). (A) Imunochemicka
detekce S-nitrosylovanych proteini v listech pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP
(1:2000). Blokovani volnych thiola pomoci 0,02 mmol- TMMTS,
S-nitrosylovana cysteinova residua byla redukovana 1 mmol- I* k. askorbovou a znagena
1 mmol- I'* biotinem-HPDP. SDS-PAGE probihala za neredukujicich podminek. Na gel bylo
naneseno 100 ug celkovych proteinti. Pienos proteinti na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni
barveni membrany pomoci Ponceau S. Detekce pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP
(1:2000), barveni NBT-BCIP. (B) Denzitometrické vyhodnoceni hladiny S-nitrosylovanych proteint
v programu ImageJ. V piipad¢ neinfikovanych vzorkd byly hodnoty vztaZzeny k neinfikované
kontrole  infiltrované  vodou. Hodnoty pro infikované vzorky byly  vztaZeny
ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem P. neolycopersici. PIné ozna¢eni mutantu
INF V13K uvedené v grafu je INF V13K/A14T.
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S. chmielewskii
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Obr. 20 Detekce S-nitrosylovanych proteind v listech u neinfikovanych a infikovanych vzorki
genotypu S. chmielewskii. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci elicitind, infikované vzorky 48 h
po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci). (A) Imunochemicka detekce
S-nitrosylovanych proteint v listech pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000).
Blokovani volnych thiold pomoci 0,02 mmol- ITMMTS, S-nitrosylovana cysteinova residua byla
redukovana 1 mmol- I k. askorbovou a zna¢ena 1 mmol- I biotinem-HPDP. SDS-PAGE probihala
za neredukujicich podminek. Na gel bylo naneseno 100 pg celkovych proteintl. Pfenos proteintl
na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S. Detekce pomoci
anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000), barveni NBT-BCIP. (B) Denzitometrické
vyhodnoceni hladiny S-nitrosylovanych proteini v programu ImageJ. V piipadé neinfikovanych
vzorktl byly hodnoty vztazeny k neinfikované kontrole infiltrované vodou. Hodnoty pro infikované
vzorky byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem P. neolycopersici. Plné
ozna¢eni mutantu INF V13K uvedené v grafu je INF V13K/A14T.
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S. habrochaites
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Obr. 21 Detekce S-nitrosylovanych proteint v listech u neinfikovanych a infikovanych vzorka
genotypu S. habrochaites. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci elicitint, infikované vzorky 48 h
po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci). (A) Imunochemicka detekce
S-nitrosylovanych proteini v listech pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000).
Blokovani volnych thiol pomoci 0,02 mmol- ITMMTS, S-nitrosylovana cysteinova residua byla
redukovana 1 mmol- I* k. askorbovou a znagena 1 mmol- I biotinem-HPDP. SDS-PAGE probihala
za neredukujicich podminek. Na gel bylo naneseno 100 pg celkovych proteintl. Pfenos proteinti
na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S. Detekce pomoci
anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000), barveni NBT-BCIP. (B) Denzitometrické
vyhodnoceni hladiny S-nitrosylovanych proteintt v programu ImageJ. V piipadé neinfikovanych
vzorkill byly hodnoty vztazeny k neinfikované kontrole infiltrované vodou. Hodnoty pro infikované
vzorky byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem P. neolycopersici. Plné
oznaceni mutantu INF V13K uvedené v grafu je INF V13K/A14T.
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Obr. 22 Kontrolni experiment pro detekci S-nitrosylovanych proteint v listech genotypt Solanum
spp. u neinfikovanych vzorkid infiltrovanych vodou. (1) Inkubace vzorku bez 1 mmol- I
k. askorbové, (2) ptidavek 100 mmol-1* DTT po biotinylaci vzorku pro redukci vazby thiolu
s biotinem, (3) vynechani ¢inidla 0,02 mmol- I MMTS pro blokaci volnych thiolti pied samotnym
znaCenim. Imunochemicka detekce pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000).
SDS-PAGE za neredukujicich podminek. Na gel naneseno 100 pg celkovych proteinti. Pienos
proteinti na nitrocelulosovou membranu. Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau S. Detekce
pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:2000), barveni NBT-BCIP.
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4.3 VIliv elicitini na denitrosylaci

V ramci piedlozené diplomové prace byl zkouman vliv elicitinii na proces denitrosylace
u neinfikovanych a infikovanych vzorku Solanum spp. Byla stanovena aktivita dvou
klicovych enzymu, thioredoxinreduktasy (TrxR) a S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR),
a to spektrofotometricky sledovanim oxidace NADPH ¢i NADH.

4.3.1 Zavedeni protokolu pro stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

u rostlin

Ve studii Cunniff et al. (2013) byla popsana nova metoda piimého stanoveni aktivity TrxR
Vv lyzatech zivociSnych bunéénych linii. Pro moznost spektrofotometrického méfeni aktivity
enzymu TrxR v extraktech listd Solanum spp. bylo nejprve potieba tento protokol otestovat.
Pii stanoveni aktivity TrxR u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur (Obr. 23) byly pouzity
dva rozdilné objemy extraktu. V piipad¢ aplikace objemu 25 pl byla namétena vyssi aktivita
nez v ptipadé aplikace 50 pl. Pfidavek 1 pmol-1"? specifického inhibitoru TrxR, auranofinu,
zpusobil inhibici enzymu v obou pfipadech. Aktivita enzymu byla v ptipadé pouziti 25 pl

extraktu sniZzena o vice nez 50 %.

S. lycopersicum cv. Amateur
45 4

40 - 50 pl extraktu

35 - M 25 pl extraktu
30 -
25 A
20 -
15 -

10 -

Aktivita TrxR (nkat/g FW)

Bez inhibitoru (+) 1 pM auranofin

Obr. 23 Stanoveni enzymové aktivity thioredoxinreduktasy (TrxR) v listech neinfikovanych
kontrolnich vzorki genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Aktivita TrxR byla stanovena
spektrofotometricky sledovanim oxidace NADPH pfi vinové délce 340 nm. Jako substrat byl
do reakce pfidan 2 mmol-1"?* selenocystin. Jako specificky inhibitor slouzil 1 pmol-1* auranofin. Bylo
pouzito 50 ul nebo 25 pl rostlinného extraktu.
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4.3.2 Aktivita thioredoxinreduktasy a S-nitrosoglutathionreduktasy

Soucasti experimentalni prace bylo porovnani enzymové aktivity TrxR a GSNOR
u neinfikovanych a infikovanych kontrolnich listi Solanum spp. (Obr. 24). V piipadé TrxR
(Obr. 24 (A)) byla detekovana srovnatelna aktivita u S. lycopersicum cv. Amateur
a S. chmielewskii a vlivem patogenu P. neolycopersici byl indukovan jeji narust.
U S. lycopersicum cv. Micro-Tom a S. habrochaites byla stanovena mirné vyssi aktivita
TrxR, avsak vlivem patogenu doslo k jejimu poklesu. GSNOR aktivita byla srovnatelna
u S. lycopersicum cv Amateur, S. lycopersicum cv. Micro-Tom i S. habrochaites (Obr. 24
(B)). U S. chmielewskii byla aktivita enzymu mirné nizsi. Infekce P. neolycopersici ovlivnila
GSNOR  aktivitu u vSech genotypi. U S. lycopersicum cv  Amateur,
S. lycopersicum cv. Micro-Tom a S. chmielewskii patogen indukoval vyznamny narGst

aktivity, pficemz u genotypu S. habrochaites byl zaznamenan pokles aktivity enzymu.
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Obr. 24 Stanoveni aktivity enzymu denitrosylace v listech neinfikovanych a infikovanych
kontrolnich vzorkt Solanum spp.. (A) Thioredoxinreduktasa, (B) S-nitrosoglutathionreduktasa.
Neparovy t-test ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.3.3 Stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy po elicitaci

Vliv elicitinti na aktivitu TrxR Vv listech u neinfikovanych 1 infikovanych rostlin byl zkouman
u vSech studovanych genotypi Solanum spp. lisicich se rezistenci k pouZzitému patogenu
P. neolycopersici a byla pozorovana zména aktivity TrxR o rizné intenzité v zavislosti

na modelovém genotypu a typu elicitinu (Obr. 25, Tab 6.).

V piipadé genotypu S. lycopersicum cv. Amateur (Obr. 25 (A)) byl zaznamenan
vyrazné&jsi narust aktivity po aplikaci elicitini u neinfikovanych vzorku. Po aplikaci INF byl
detekovan témét dvojnasobny nartst aktivity TrxR. Pfi studiu vlivu elicitini v reakci
na patogen doslo k vyznamnému snizeni aktivity TrxR vlivem INF a jeho mutantu INF
V84F. Naopak po aplikaci CRY V84F se aktivita TrxR zvysila. Plisobenim ostatnich
studovanych elicitint nedoSlo k vyznamnym zménam aktivity enzymu v porovnani

s infikovanou kontrolou infiltrovanou vodou.

U stiedné rezistentnich genotypt S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 25 (B))
a S. chmielewskii (Obr. 25 (C)) nebyl shledan vyznamny vliv elicitinii na aktivitu TrxR.
Pouze aplikace elicitinli CRY V84F, INF a INF VI13K/A14T vedla k vyznamnému sniZeni
aktivity enzymu u neinfikovanych vzorkd genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom.
V piipadé¢ genotypu S. chmielewskii aplikace CRY a jeho mutantni formy CRY K13V vedla
k vyznamnému zvySeni aktivity TrxR. Béhem patogenese indukovala aplikace INF zvySeni
aktivity TrxR obou zminénych genotypd. Mutantni forma CRY V84F zpusobila vyznamny
narGst aktivity TrxR pouze u S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 25 (B)).

Naopak u genotypu S. habrochaites (Obr. 25 (D)) bylo detekovano zejména sniZeni
aktivity TrxR vlivem elicitin. Vyznamné snizeni aktivity TrxR bylo pozorovano
po elicitaci CRY V84F, INF V13K a INFV84F u neinfikovanych listii. Nejintenzivngjsi
zména nastala béhem patogenese po u€inku CRY a CRY V84F, kdy vlivem CRY doslo

ke snizeni aktivity 0 50 % ve srovnani s neinfikovanou kontrolou.
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Obr. 25 Zména aktivity thioredoxinreduktasy (TrxR) vlivem aplikace elicitind v listech
neinfikovanych a infikovanych genotypt Solanum spp.. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci
elicitint, infikované vzorky 48 h po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci).
Vypocitana aktivita TrxR v nkat byla vztazena na g ¢erstvé hmoty. V ptipadé€ neinfikovanych vzorki
byly hodnoty vztaZeny k neinfikované kontrole infiltrované vodou. Hodnoty pro infikované vzorky
byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem P. neolycopersici. Plné
oznaceni mutantu INF VI3K uvedené v grafech je INF VI13K/A14T. Statistika: Anova
*p<0,05 **p<0,01, *** p <0,001.
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Tab. 6 Orientacni tabulka s porovnanim vlivu elicitind na zménu aktivity TrxR v listech
jednotlivych genotypt Solanum spp. (A) u neinfikovanych vzorkli 48 h po aplikaci elicitint,
(B) u infikovanych vzorka 48 h po inokulaci s patogenem (resp. 96 h po elicitaci).

(A) Neinfikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola ~ ~ ~ ~
CRY + ~ + +
CRY K13V + ~ + ~
CRY V84F + 4== ~ 4+
INF ++ ++ + +
INFV13K/A14T 1= 4+ + 4+
INF V84F + + " 4=+

(B) Infikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites

Kontrola " " " "

CRY ~ ~ + +++
CRY K13V ~ + ~ ~
CRY V84F + + ~ 4=
INF 4== + ~
INFV13K/A14T + + ~ ~

INF V84F 3= + ~ 4=

Rozdil v aktivité TrxR (ndsobek)
- +++ | ++ | + | ~ + ++ +++ -
od 0,5 od 0,7 od 0,9 od 0,9 od1,1 od 1,5 od 2
pod 0,3 do 0,3 do 0,5 do 0,7 do1,1 do 1,5 do 2 do 2,5 nad 2,5
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4.3.4 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy po elicitaci

Vliv elicitini na aktivitu GSNOR v listech u neinfikovanych i infikovanych rostlin byl
stanovovan u vSech studovanych genotypt Solanum spp. liSicich s rozdilnou rezistenci vuci
P. neolycopersici. K modulaci aktivity GSNOR doslo u neinfikovanych vzorki
po elicitaci pouze v nékterych piipadech, a to 0 rizné intenzité v zavislosti na modelovém
genotypu a typu elicitinu (Obr. 26, Tab 7). Jednalo se o citlivy genotyp S. lycopersicum
cv. Amateur (Obr. 26 (A)), po aplikaci CRY V84F a INF V84F, dale S. lycopersicum
cv. Micro-Tom (Obr. 26 (B)) pusobenim obou mutantnich forem INF a u S. chmielewskii
(Obr. 26 (C)) po elicitaci CRY, INF V13K/A14T a INF V84F. U rezistentniho genotypu
S. habrochaites doslo po aplikaci elicitint k mirnému poklesu aktivity GSNOR u CRY
a INF V13K/A14T (Obr. 26 (D)).

Béhem patogenese byly zaznamenany zmény aktivity GSNOR vlivem elicitint. Elicitace
CRY VB84F a INF vedla ke snizeni aktivity enzymu, naopak INF V13K/Al4T
a INF VB84F indukovaly nardst aktivity ve srovnani s kontrolou u S. lycopersicum
cv. Amateur (Obr. 26 (A)). U genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom (Obr. 26 (B))
zvyseni aktivity enzymu nastalo pfedevSim po aplikaci CRY a INF. V piipadé genotypu
S. chmielewskii (Obr. 26 (C)) aplikace mutantu INF V13K/A14T indukovala vyznamny
pokles aktivity. Nejintenzivngj$i vliv elicitind na zvySeni aktivity GSNOR béhem
patogenese byl pozorovan u genotypu S. habrochaites (Obr. 26 (D)). Mutantni forma CRY
K13V zpusobila dvojnasobny nartst aktivity. Mutant INF V13K/A14T indukoval 2,5krat
vys$si narust aktivity GSNOR a INF V84F dokonce trojnasobny oproti kontrole infiltrované

vodou a infikované P. neolycopersici.
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Obr. 26 Zména aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR) vlivem aplikace elicitint v listech
neinfikovanych a infikovanych genotypi Solanum spp.. Neinfikované vzorky 48 h po aplikaci
elicitint, infikované vzorky 48 h po inokulaci patogenem P. neolycopersici (resp. 96 h po elicitaci).
Vypocitana aktivita GSNOR v nkat byla vztazena na g Cerstvé hmoty. V ptipadé neinfikovanych
vzorkil byly hodnoty vztazeny k neinfikované kontrole infiltrované vodou. Hodnoty pro infikované
vzorky byly vztazeny ke kontrole infiltrované vodou a infikované patogenem P. neolycopersici. Plné
oznaGeni mutantu INF V13K uvedené v grafech je INF V13K/A14T. Statistika: Anova

*p < 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001
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Tab. 7 Orientacni tabulka s porovnanim vlivu elicitini na zménu aktivity GSNOR v listech
jednotlivych genotypt Solanum spp. (A) u neinfikovanych vzorkl 48 h po aplikaci elicitint,
(B) u infikovanych vzorkt 48 h po inokulaci s patogenem (resp. 96 h po elicitaci).

(A) Neinfikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola ~ ~ ~ ~
CRY ~ ~ 4= +
CRY K13V + + ~ ~
CRY V84F + ~ ~ ~
INF ~ N ~ ~
INFVI13K/A14T ~ + +

INF V84F + + + ~

(B) Infikované vzorky

S. lycopersicum | S. lycopersicum
Elicitin cv. Amateur cv. Micro-Tom | S. chmielewskii | S. habrochaites
Kontrola " " " "
CRY ~ 4= ~ +
CRY K13V ~ + + ++
CRY V84F + " +
INF 3 + + +
INFV13K/A14T + ~ + -
INF V84F + + ~
Rozdil v aktivité GSNOR (ndsobek)
- +++ ++ | + | ~ ++ | +++ -
od 0,5 od 0,7 od 0,9 od 0,9 od1,1 od 1,5 od 2
pod 0,3 do 0,3 do 0,5 do 0,7 do1,1 do 1,5 do2 do 2,5 nad 2,5
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5 DISKUSE

Rostliny v prub&hu svého Zivota musi Casto reagovat na fadu ruznych stresovych faktord,
které negativné ovliviiuji jejich Zivotni funkce a vedou az k moznému uhynuti rostliny.
Obecné lze stresové faktory délit na abiotické a biotické (Corpas et al., 2011). Prehled
abiotickych a biotickych stresovych faktorti je znazornény na Obr. 27. Snaha zamezit
pusobeni patogenu na rostlinu ma vyznam piedevsim u zemédé€lsky vyznamnych plodin,
u kterych vlivem patogenese dochdzi ke znacnym zemédélskym a ekonomickym Skodam
(Lawlor a Cornic, 2002). Mechanismy odolnosti proti patogenu zahrnuji avoidanci
a toleranci. Avoidance je pasivni obrana zabranujici proniknuti patogenu do rostliny. Jedna
se o geneticky podminéné znaky (napf. silnd kutikula) vyskytujici se 1 u rostlin, které nejsou
aktualné vystaveny stresu. Tolerance je aktivni obrana rostliny po vniknuti patogenu
k plazmatické membrané bun€k snazici se minimalizovat negativni dopad stresoru
(Prochdzka et al., 1998) Utok patogenu je rozpoznavan prostiednictvim elicitord

spoust&jicich obranné reakce rostliny (Dokladal et al., 2012).

—— mechanické ucinky vétru
—FYZIKALNI +—— nadmérné zafeni (UV, viditelné)
. extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

ABIOTICKE FAKTORY — ____ nedostatek vody (sucho)

. nedostatek kysliku

— nedostatek Zivin v pudé

_ CHEMICKE ——— nadbytek ionta soli a vodiku v pudé

—— toxické kovy a organické latky v pudé

herbivorni zZivoéichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY patogenni mikroorganismy (viry, mikroby, houby)
vzajemné ovliviovani

Obr. 27 Ptehled abiotickych a biotickych stresovych faktord (upraveno podle Prochazka
et al, 1998).
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Patogenni organismy rodd Phytophthora a Pythium produkuji zvlastni skupinu
proteinogennich elicitori ozna¢ované jako tzv. elicitiny, které po navazani na receptor
hostitelského organismu vyvolavaji spusténi kaskady signalnich drah obrannych reakci
rostlinnych bunék (Huet et al., 1995, Bonnet et al., 1996). Ta ma mimo jiné za nasledek
zvysenou produkci NO a tvorbu RNS (Besson-Bard et al., 2008). Bioaktivita RNS spoc¢iva
ve schopnosti kovalentné modifikovat proteiny a ovliviiovat tak jejich aktivitu. Jednou

z nejvyznamngéjsich modifikaci je S-nitrosylace proteini (Osman et al, 2001).

V piedlozené diplomové praci bylo v experimentalni ¢asti cilem studium mozného vlivu
elicitinti na proces S-nitrosylace u genotypi Solanum spp. vedouci ke zvyseni rezistence
vici patogenu P. neolycopersici. Pro studium byly zvoleny ¢tyifi modelové genotypy:
S. lycopersicum cv. Amateur, S. lycopersicum cv. Micro-Tom, S. chmielewskii,
S. habrochaites, lisici se rezistenci viéi tomuto patogenu. Dale byly vybrany dva elicitiny
infestin (INF) a kryptogein (CRY) s rozdilnym izoelektrickym bodem a také jejich mutanti.
Po aplikaci CRY dochazi k nartstu hladiny NO, RSNO a S-nitrosylovanych proteind (Astier
et al., 2012). Existuje také nékolik studii dokazujicich, Ze u tabakovych bunéénych suspenzi
vlivem CRY doslo k aktivaci obranné reakce zahrnujici produkci ROS a RNS (Kulik et al.,
2015, Kieffer et al., 2000). U tii studovanych genotypt S. lycopersicum cv. Amateur,
S. chmielewskii a S. habrochaites doslo vlivem elicitini k vyznamnému zvySeni hladin
proteinovych RSNO v listech u neinfikovanych vzorkd ve srovnani s kontrolou. V ptipadé
genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom byla tato skute¢nost zaznamenana pouze
po aplikaci INF a jeho mutantnich forem, naopak v ptipadé aplikace CRY a mutantni formy

CRY V84F doslo k mirnému snizeni hladiny RSNO u neinfikovanych vzorkd.

Vyznamnou vlastnosti elicitintl je vychytavani steroll a mastnych kyselin v hostitelskych
bunkach. U CRY je vsak afinita 27krat nizsi pro mastné kyseliny v porovnani se steroly
(Osman et al., 2001). Jedna z pouzivanych mutantnich forem v ptedlozené praci ma v pozici
84 nahrazen valin za objemné&jsi aminokyselinu fenylalanin. Z tohoto divodu mutant CRY
V84F neni schopny zachytavat steroly, ale vaze pouze mastné kyseliny (Dobes et al., 2004).
Rezistence vyvolana mutantem CRY V84F a CRY je vsak srovnatelna (Dokladal et al.,
2012). V pripad¢ ziskanych vysledki u genotypt S. lycopersicum cv Micro-Tom
a S. chmielewskii a S. habrochaites byla naméfena podobna hladina proteinovych RSNO
po aplikaci CRY i CRYV84F u neinfikovanych vzorkd. U S. lycopersicum cv. Amateur byla

hladina proteinovych RSNO zvysena pouze u CRY V84F. U infikovanych vzorki
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P. neolycopersici byla hladina RSNO pti porovnani CRY a CRY V84F rozdilna. U genotypi
S. lycopersicum cv Micro-Tom a S. chmielewskii doslo k mirnému snizeni hladin RSNO
vlivem CRY V84F. Naopak u genotypt S. lycopersicum cv. Amateur a S. habrochaites byla
vyrazné zvysSena pusobenim tohoto mutantu. Z vysledkl ziskanych z vyhodnoceni signalt
detekovanych S-nitrosylovanych proteinti byl zjistén podobny trend ve zménach jejich
hladiny vlivem aplikace CRY a CRY V84F uvsech genotypi Solanum spp., a to

u neinfikovanych i infikovanych vzorkd.

Béhem patogenese je NO vyznamnou signalni molekulou, kterd reguluje imunitni
odpovédi rostlin (Lindermayr et al., 2005). Muze posttranslacné modifikovat proteiny, které
nasledné méni svoji stabilitu, lokalizaci, aktivitu nebo interakci s jinymi proteinem (Corpas
et al, 2011). Vzhledem k vyskytu za fyziologickych i stresovych podminek
a vlivu na fadu funkci proteind, Ize povazovat S-nitrosylaci za klicovou posttransla¢ni
modifikaci. Jedna se 0 neenzymov¢ Katalyzovanou reakci umoznujici reversibilni kovalentni
vazbu-NO skupiny na -SH skupinu cysteinu cilového proteinu (Hoffmann
et al., 2003). Ve studii Astier et al. vroce 2012 bylo pomoci hmotnostni spektrometrie
identifikovano 11 S-nitrosylovanych proteinii znacenych metodou BST v tabdkovych
bunkach po indukci elicitinem CRY. V ptedlozené praci bylo zjisténo,
ze vlivem elicitinti dochazi u v§ech genotypt Solanum spp. neinfikovanych vzorkt k naristu
hladiny S-nitrosylovanych proteinti a intenzita S-nitrosylace je zavisla na typu elicitinu.
Nejvyrazngj§i nartst S-nitrosylace proteint ve srovnani s kontrolnimi vzorky byl shledan
u genotypu S. lycopersicum cv. Amater po aplikaci CRY, CRY V84F a INF,
u S. chmielewskii vlivem CRY, CRY K13V, CRY V84F a INFV13K/A14T. V ptipadé
infikovanych vzorkti doslo nejen k nartstu, ale také i k poklesu S-nitrosylace proteint
Vv zavislosti na genotypu Solanum spp. a typu elicitinu. U vSech genotypt vlivem aplikace
elicitinti u neinfikovanych a infikovanych listi byl detekovan narist intenzity U bandu, ktery
odpovidal molekulové hmotnosti 55 kDa. S nejvétsi pravdépodobnosti by se mohlo jednat
o velkou podjednotku enzymu ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasy/oxygenasy (Rubisco,
EC 4.1.139), klicového enzymu fotosyntézy. Neékolik studii  potvrdilo,
ze Rubisco podléha S-nitrosylaci (Lindermayr et al., 2005; Fares et al., 2011). Dale byly
detekovany bandy o0 rizné intenzité signalu s pfibliznou molekulovou hmotnosti 15 kDa,
17 kDa, 25 kDa a 33 kDa, kdy v ptipadé genotypu S. habrochaites byl vyskyt téchto bandi

nejintenzivngjsi. Na zaklad¢ informaci ziskanych z literatury by se mohlo jednat o PR
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proteiny. PR proteiny jsou antifungalni proteiny, které jsou soucasti ptirozenych obrannych
systémt zivoCichti a rostlin, schopné omezovat az inhibovat rGst hub. Rostlinné
PR proteiny lze klasifikovat do 5 tfid (PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5) (Theis a Stahl, 2004).
Molekulova hmotnost PR-1 proteinti se pohybuje v rozmezi 15-17 kDa a slouzi jako
markery pro studium indukované rezistence rostlin. Obsahuji Sest cysteinovych zbytki, které
zajistuji tvorbu disulfidickych mastkd (van Loon a van Strien, 1999). Byla prokazana
antifungalni aktivita proti fadé houbovych patogeni — Uromyces fabae, Phytophtora
infestans, Erysiphe graminis Phytophtora parasitica a Perenospora tabaci (Niederman
et al., 1995). Molekulova hmotnost bazickych PR-2 proteint je pfiblizné 33 kDa, kyselé
PR-2 proteiny maji velikost okolo 36 kDa a PR-5 proteiny kolem 24-25 kDa (Tonon
et al., 2002). V praci Ticha, 2017 byl identifikovan PR-3 protein bazicka endochitinasa
(EC 3.2.1.14) o velikosti 30 kDa jako cil S-nitrosylace u genotypu S. lycopersicum
cv. Amateur infikovaného P. infestans. Bazicka endochitinasa katalyzuje uvniti bunky
nahodné hydrolytické S$tépeni P(1—4) glykosidickych vazeb chitinu a chitodextrini
za vzniku volnych oligomert N-acetyl-p-D-glukosaminu (Theis a Stahl, 2004).

Hladina S-nitrosylovanych proteintt je regulovana nejen Dbiosyntézou NO,
ale i enzymovymi mechanismy (Feechan et al., 2005). Mezi enzymy, které se ucastni
tzv. denitrosylace se fadi S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) a thioredoxinreduktasa
(TrxR). Piitomnost GSNOR aktivity byla popsana napiiklad u kukutice (Fliegmann
a Sandermann, 1997), ryze (Dolferus et al., 1997.), sluneénice (Chaki et al., 2009) nebo rajcete
(Kubienova et al., 2013). Ve studii Feechan et al., (2005) byla zjisténa souvislost mezi
hladinou S-nitrosothiolti (RSNO) a aktivitou GSNOR. Ztrata funkce u AtGSNOR1 méla
za nasledek zvySovani hladiny RSNO i S-nitrosylovanych proteinti u Arabidopsis (Feechan
et al., 2005). Protoze NO i RSNO hraji vyznamnou roli v regulaci imunitnich odpovédi
u rostlin, predpoklada se, ze zmény v hladinaich RSNO vlivem aktivity GSNOR povedou
u rostlin k modulaci obrannych reakci na patogeny (Malik et al., 2011). Bylo také prokazano,
ze ztrata funkce GSNOR1 zprostiedkovavajici denitrosylaci GSNO vede k ovlivnéni funkce
klicovych proteinil rostlinné imunity, a to NPR1 a SABP3, coz zpiisobuje vyssi nachylnost
vaci patogenum (Feechan et al., 2005; Chaki et al., 2009). Béhem patogenese dochazi
ke zvyseni koncentrace GSNO, které mohou vyvolat
S-nitrosylaci NPR1 ajeho oligomerizaci v cytosolu (Kovacs et al.,, 2015). V ramci
ziskanych vysledki byla zjisténa ptitomnost aktivity GSNOR u vSech studovanych genotypt
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Solanum spp. Po inokulaci patogenem P. neolycopersici doslo k poklesu GSNOR aktivity
u rezistentniho genotypu S. habrochaites. V piipad¢ stfedn¢ rezistentnich a nachylnych
genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom, S. chmielewskii a S. lycopersicum cv. Amateur
doslo k naristu GSNOR aktivity 48 h po inokulaci. Bylo také zjisténo, Ze U rezistentniho
genotypu S. habrochaites nebyl zaznamenan vyznamny vliv elicitini na aktivitu GSNOR.
Nejintenzivnéjsi narast aktivity GSNOR nastal u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur
po aplikaci CRY V84F a INF V84F, u genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom po aplikaci
elicitini INF V13K/A14T, INF V84F a u genotypu S. chmielewskii vlivem CRY, INF
V13K/A14T a INF V84F. Pii studiu vlivu elicitinti v prab&hu patogenese P. neolycopersici
doslo K vyznamnym zménam aktivity GSNOR (snizeni i zvySeni) v zavislosti
na studovaném genotypu a typu elicitinu. U genotypu S. habrochaites byla zaznamenana
2,5 krat vyssi GSNOR aktivita po aplikaci INF V13K a 3 krat vyssi aktivita po aplikaci INF
V84F. Vyznamné snizeni aktivity enzymu bylo zjisténo u infikovanych vzorki po ptsobeni
CRY V84F a INF u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a S. chmielewskii po aplikaci
INF V13K.

Dals$i enzym podilejici se na denitrosylaci je TrxR, ktery na rozdil od GSNOR piimo
reguluje hladinu S-nitrosylovanych protein. Nékolik studii potvrdilo piitomnost tohoto
enzymu V rostlinnych i zivo¢isnych bunkach a také poukazalo na pravdépodobnost,
ze denitrosyluje odlisné proteiny (Mitchell a Marletta, 2005 Benhar et al., 2008, Zaffagnini
etal., 2013). Vlivem patogenese dochazi k indukci rostlinné TrxR typu h (Tada et al., 2008).
V ramci vysledkt ptedlozené prace byla detekovana aktivita TrxR v listech u vSech
studovanych genotypti Solanum spp. V ptipad¢ patogenese P. neolycopersici u dvou
genotypu S. lycopersicum cv Amateur a S. chmielewskii byl zaznamenan nartst aktivity
TrxR. U genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom a S. habrochaites doslo naopak k poklesu
aktivity TrxR. Pfi studiu mozného vlivu elicitinti na aktivitu TrxR byly zaznamenany
vyznamné zmény (snizeni 1 zvySeni) v zavislosti na studovaném genotypu
a typu elicitinu. U citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur méla elicitace
za nasledek zvyseni aktivity TrxR, pfi¢emz u rezistentniho genotypu S. habrochaites doslo
vlivem elicitin naopak ke snizeni aktivity studovaného enzymu. Aktivita TrxR
u infikovanych vzorkli byla vyznamné snizena po aplikaci INF a INF V84F
u S. lycopersicum cv. Amateur a u S. habrochaites vlivem CRY. Zmény aktivity TrxR
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nebyly vyznamné u S. lycopersicum cv. Micro-Tom a S. chmielewskii v neinfikovanych

1 infikovanych listech.

Oba enzymy GSNOR a TrxR jsou schopny denitrosylace u rostlin a vzhledem
k podobné subcelularni lokalizaci se nepiedpoklada, Ze oba enzymy ovliviiuji
S-nitrosylaci stejnych proteinti. Ve studii Kneeshaw et al., 2014 bylo zjisténo, ze aktivita
TrxRh5 vedla k obnoveni rezistence u mutantu nox1, avSak u mutantu gsnorl k nému
nedochazelo. Na zaklad¢ téchto vysledkl byl vytvoien hypoteticky model, kde enzym TrxR
vyuziva jako substrat odliSné S-nitrosylované proteiny nez enzym GSNOR vV signalnich
drahéch rostlinné imunity (Obr. 28). Tento piedpoklad potvrzuji i vysledky Vv piedlozené
praci, kdy byla zjisténa rozdilnd modulace aktivity enzymt TrxR a GSNOR.

@) Trida I: ®) Trida II:
Modifikace prostiednictvim GSNO Modifikace prostfednictvim NO-
SNO SNO (SH)2
( Trida I \Terh5
NADP*
GSNQR! GSNO
_I SH sz
NADPH
 Trida I {TrxRhS
Exprese a imunita zavisla na SA Exprese a imunita zavisla na SA
©) TridaIaII:
Modifikace prostrednictvim GSNO a NO-
SNO (Sll-l)2
(TrxRh5
NADP*
csmm — o (NTRA
SH S,
I NADPH
{TrxRhS

Exprese a imunita zavisla na SA

Obr. 28 Model zapojeni enzymtit GSNOR a TrxR v denitrosylaci proteinti v obrannych reakcich
rostlin. (A) Ttida I jsou proteiny S-nitrosylované prostiednictvim GSNO, jehoz hladina
je regulovana prostfednictvim aktivity enzymu GSNOR. (B) S-nitrosylace proteint tfidy II probiha
pomoci NO- a denitrosylace enzymem TrxR. (C N¢které proteiny tiidy I a tfidy II mohou byt
regulované obéma systémy, jako naptiklad NPR1. Obé drahy piispivaji k expresi obrannych gent
a imunitni odpovédi zavislé na kyseling salicylové (SA) (upraveno podle Kneeshaw et al., 2014).
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6 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na studium vlivu modifikace struktury elicitint infestinu

a kryptogeinu na proces S-nitrosylace u modelového systému Solanum spp. Z vysledka

a diskuse prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

Aplikace elicitini vCetné jejich mutantd zvySila hladinu  proteinovych
S-nitrosothioli a S-nitrosylovanych proteinti znacenych metodou biotin-switch
v neinfikovanych vzorkach u vSech studovanych genotypt Solanum spp. Pouze
Vv ptipadé genotypu S. lycopersicum cv. Micro-Tom elicitace CRY a jeho mutantem
CRY V84F indukovala mirné snizeni hladiny S-nitrosothiolt.

Béhem patogenese P. neolycopersici u studovanych genotypt byly zjistény zmény
v hladinach S-nitrosothiolti i detekovanych S-nitrosylovanych proteini 0 rizné
intenzité v zavislosti na typu elicitinu a druhu genotypu. Tyto vysledky potvrzuji
schopnost elicitind ovlivnit obranné reakce Solanum spp.

Oba enzymy GSNOR i TrxR jsou schopny denitrosylovat proteiny u modelového
systému Solanum spp. Studované genotypy se lisily modulaci aktivity téchto
enzymi po aplikaci elicitinli a jejich mutanti i béhem patogenese, coz poukazuje
na mozné zapojeni obou enzymu Vv denitrosylaci odliSnych S-nitrosylovanych

proteind v signalnich drahach obrannych odpovédi Solanum spp.

64



7 LITERATURA

Akimoto C., Aoyagi H., Tanaka H. (1999): Endogenous elicitor-like effect of alginate
on physiological activities of plant cells. Applied Microbiology and Biotechnology 52, 429-436.

Anderson L.E., Ringenberg M.R., Carol A.A. (2004): Cytosolic glyceraldehyde-3-P dehydrogenase
and the B subunit of the chloroplast enzyme are present in the pea leaf nucleus. Protoplasma 223,
33-43.

Angelova Z., Georgiev S., Roos W. (2006): Elicitation of plants. Biotechnology and
Biotechnological Equipment, 20, 72-83.

Arasimowicz-Jelonek M., Floryszak-Wieczorek J., Kubi$ J. (2009): Interaction between polyamine
and nitric oxide signaling in adaptive responses to drought in cucumber. Journal of Plant Growth
Regulation 28, 177-186.

Astier J., Besson-Bard A., Lamotte O., Bertoldo J., Bourque A., Terenzi H., Wendehenne D. (2012):
Nitric oxide inhibits the ATPase activity of the chaperone-like AAA+ ATPase CDC48, a target
for S-nitrosylation in cryptogein signalling in tobacco cells. Biochemical Journal 447, 249-260.

Astier, J., Jeandroz, S., Wendehenne, D. (2018): Nitric Oxide Synthase in plants: the surprise from
algae. Plant Science. v tisku. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2017.12.008

Barroso J.B., Corpas F.J., Carreras A., Sandalio L.M., Valderrama R., Palma J.M., Lupianez J.A.,
del Rio L.A. (1999): Localization of nitric-oxide synthese in plant peroxisomes. The Journal
of Biological Chemistry 274, 36729-36733.

Begara-Morales J.C., Loake G.J. (2016): Protein Denitrosylation in Plant Biology.
In: Gasotransmitters in Plants. (Lamattina L., Garcia-Mata C., eds.), Springer, 201-215.

Belenghi B., Romero-Puertas M.C., Vercammen D., Brackenier A., Inze” D., Delledonne M., van
Breusegem F. (2007): Metacaspase activity of Arabidopsis thaliana is regulated
by S-nitrosylation of a critical cysteine residue. The Journal of Biological Chemistry 282,
1352-1358.

Bellin D., Asai S., Delledonne M., Yoshioka H. (2013): Nitric oxide as a mediator for defense
responses. Molecular Plant-Microbe Interactions 26, 271-277.

Benhar M., Forrester M.T., Hess D.T., Stamler J.S. (2008): Regulated protein denitrosylation by
cytosolic and mitochondrial thioredoxins. Science 320, 1050-1054.

Besson-Bard, A., Griveau, S., Bedioui, F., Wendehenne, D. (2008): Real-time electrochemical
detection of extracellular nitric oxide in tobacco cells exposed to cryptogein, an elicitor of defence
responses. Journal of Experimental Botany 59, 3407-3414.

Besson-Bard A., Gravot A., Richaud P., Auroy P., Duc C., Gaymard F., Taconnat L., Renou J.P.,
Pugin A., Wendehenne D. (2009): Nitric oxide contributes to cadmium toxicity in Arabidopsis
by promoting cadmium accumulation in roots and by up-regulating genes related to iron uptake.
Plant Physiology 149, 1302-1315.

Blein J.P., Thévenot P.C., Marion D., Ponchet M. (2002): From elicitins to lipid transfer proteins: a
new insight in cell signaling involved in plant defense mechanisms. Trends in plant science 7,
293-294.

Boissy G., de La Fortelle E., Kahn R, Huet J.C., Bricogne G., Pernollet J.C, Brunie S. (1996): Crystal
structure of a fungal elicitor secreted by Phytophthora cryptogea, a member of a novel class of
plant necrotic proteins. Structure 4, 1429-1439.

Boissy G., O’Donohue M., Gaudemer O., Perez V., Pernollet J., Brunie S. (1999): The 2.1 angstrom
structure of an elicitin-ergosterol complex: a recent addition to the Sterol Carrier Protein family.
Protein Science 8, 1191-1199.

Bonnet P., Bourdon E., Ponchet M., Blein J.P., Ricci P. (1996): Acquired resistence triggered
by elicitins in tobacco and other plants. European Journal of Plant Pathology 102, 181-182.

Bradford M.M. (1976): A rapid and sensitive method for the quantitation of mikrogram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 72, 248-254.

Brown G.C. (2007): Nitric oxide and mitochondria. Frontiers in Biosciences 12,1024-1033

65



Corpas F.J., Carreras A., Esteban F.J., Chaki M., Valderrama R., del Rio L. A., Barroso J.B. (2008):
Localization of  S-nitrosothiols and assay of nitric oxide synthase and
S-nitrosoglutathione reductase activity in plants. Methods in Enzymology 437, 561-574.

Corpas F.J., Chaki M., Leterrier M., Barroso J.B. (2009): Protein tyrosine nitration: a new challenge
in plants. Plant Signaling and Behavior 4, 920-923.

Corpas F.J., Leterrier M., Valderrama R., Airaki M., Chaki M., Palma J.M., Barroso J.B. (2011):
Nitric oxide imbalance provokes a nitrosative response in plants under abiotic stress. Plant
Science 5, 604-611.

Cruickshank I.LA.M., Perrin D.R. (1968): The isolation and partial characterization of monilicolin A,
a polypeptide with phaseollin-inducing aktivity from Monilinia Fructicola. Life Sciences 7,
449-458.

Cunniff B., Snider G.W., Fredette N., Hondal R.J., Heintz N.H. (2013): A direct and continuous
assay for the determination of thioredoxin reductase activity in cell lysates. Analytical
biochemistry 443, 34-40.

Del Rio L.A., Corpas F.J., Barroso J.B. (2004): Nitric oxide and nitric oxide synthase activity
in plants. Phytochemistry 65, 783-792.

Delledonne M., Xia Y., Dixon R.A, Lamb C. (1998): Nitric oxide functions as a signal in plant
disease resistance. Nature 394, 585-588.

Dietz K.J. (2011): Peroxiredoxins in plants and cyanobacteria. Antioxidants and Redox Signaling 15,
1129-11509.

Dobes P., Kmunicek J., Mike§ V., Damborsky J. (2004): Binding of fatty acids to S-cryptogein:
Quantitative structure-sctivity relationships and design of selective protein mutants. Journal
of Chemical Information and Modeling 44, 2126-2132

Dokladal L., Oboiil M., Stejskal K., Zdrahal Z., Ptackova N., Chaloupkova R., Damborsky J.,
Kasparovsky T., Jeandroz S., Zd'arskd M., Lochman J. (2012): Physiological and proteomic
approaches to evaluate the role of sterol binding in elicitin-induced resistance. Journal
of Experimental Botany 63, 2203-2215.

Dolferus R., Osterman J.C., Peacock W.J., Dennis E.S. (1997): Cloning of the Arabidopsis and rice
formaldehyde dehydrogenase genes: implications for the origin of plant ADH enzymes, Genetics
146, 1131-1141.

Dubreuil-Maurizi C., Poinssot B. (2012): Role of glutathione in plant signaling under biotic stress.
Plant Signaling and Behavior 7, 210-212.

Durner J., Wendehenne D., Klessig D.F. (1998): Defense gene induction in tobacco by nitric oxide,
cyclic GMP, and cyclic ADP-ribose. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States 95, 10328-10333.

Fancy N.N., Bahlmann A.K., Loake G.J. (2016): Nitric oxide fiction in plant abiotic stress. Plant,
Cell and Environment 40, 462-472.

Fares A., Rossignol M., Peltier J.B. (2011): Proteomics investigation of endogenous S-nitrosylation
in Arabidopsis. Biochemical and Biophysical Reaserch Communications 416, 331-336.

Feechan A., Kwon E., Yun B.W., Wang Y.Q., Pallas J.A., Loake G.J. (2005): A central role for
S-nitrosothiols in plant disease resistance. Proceedings of the National Academy of Science
of the United States 102, 8054-8059.

Fliegmann J., Sandermann H. Jr. (1997): Maize glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase
cDNA: a novel plant gene of detoxification. Plant Molecular Biology 34,
843-854.

Foresi N., Correa-Aragunde N., Parisi G., Cal6 G., Salerno G., Lamattina L. (2010): Characterization
of a nitric oxide synthase from the plant kingdom: NO generation from the green alga
Ostreococcus tauri is light irradiance and growth phase dependent. Plant Cellullar 22, 3816-
3830.

Foresi N., Mayta M.L., Lodeyro A.F., Scuffi D., Correa-Aragunde N., Garcia-Mata C., Casalongué
C., Carrillo N., Lamattina L. (2015): Expression of the tetrahydrofolate-dependent nitric oxide

66



synthase from the green alga Ostreococcus tauri increases tolerance to abiotic stresses and
influences stomatal development in Arabidopsis. Plant Journal 5, 806-821.

Forrester M.T., Foster M.W., Benhar M., Stamler J.S. (2009): Detection of protein S-nitrosylation
with biotin-switch technique. Free Radical Biology and Medicine 46, 119-126.

Forstermann U., Sessa W.C. (2012): Nitric oxide synthases: regulation and function. European Heart
Journal 33, 829-837.

Fu Z.Q., Dong X. (2013): Systemic acquired resistance: turning local infection into global defense.
Annual Review Plant Biology 64, 839-863.

Garcia-Brugger A., Lamotte O., Vandelle E., Bourque S., Lecourieux D., Poinssot B., Wendehenne
D., Pugin A. (2006): Review: Early signaling events induced by elicitors of plant defenses.
Molecular Plant-Microbe Interactions 19, 711-724.

Gooley P.R., Keniry M.A., Dimitrov R.A., Marsh D.E., Keizer D.W., Gayler K.R., Grant B.R.
(1998): The NMR solution structure and characterization of pH dependent chemical shifts
of the B-elicitin, cryptogein. Journal of Biomolecular NMR 12, 523-534.

Gow A.J., Farkouh C.R., Munson D.A., Posencheg M.A., Ischiropoulos H. (2004): Biological
significance of nitric oxide-mediated protein modifications. American Journal Physiology-Lung
Cellular and Molecular Physiology 287, 262-268.

Groppa M.D. Rosales E.P., lannone M.F., Benavides M.P. (2008): Nitric oxide, polyamines and
Cd-induced phytotoxicity in wheat roots. Phytochemistry 69, 2609-2615.

Guo F.Q., Okamoto M., Crawford N.M. (2003): Identification of a plant nitric oxide synthase gene
involved in hormonal. Science 302, 100-103.

Guo F.Q., Crawford N.M. (2005): Arabidopsis nitric oxide synthasel is targeted to mitochondria and
protects against oxidative damage and darkinduced senescence. Plant Cell 17, 3436-3450.

Hahn M.G. (1996): Microbial elicitors and their receptors in plants. Annual Review
of Phytopathology 34, 387-412.

Harrison R. (2002): Structure and function of xanthine oxidoreductase: where are we now? Free
Radical Biology and. Medicine 33, 774-797.

Hoffmann V., Schimrigk S., Islamova S., Hellwig K., Lukas C., Brune N., Pohlau D., Przuntek H.,
Muller T. (2003): Efficacy and safety of repeated intrathecal triamcinolone acetonide
applicationin progressive multiple sclerosis patients. Journal of the Neurological Sciences 211,
81-84.

Holmgren A. (2000): Antioxidant function of thioredoxin and glutaredoxin systém. Antioxidants and
Redox Signaling 2, 811-820.

Huet J.C., Le Caer J.P., Nespoulous C., Pernollet J.C. (1995): The relationships between the toxicity
and the primary and secondary structures of elicitin-like protein elicitors secreted
by the phytopathogenic fungus Pythium vexans. Molecular plant-microbe interactions 8,
302-310.

Chaki M., Fernandez-Ocana A.M., Valderrama R., Carreras A., Esteban F.J., Luque F., Gomez-
Rodriguez M., Begara-Morales J.C., Corpas F.J., Barroso J.B. (2009): Involvement of reactive
nitrogen and oxygen species (RNS and ROS) in sunflowermildew interaction. Plant and Cell
Physiology 50, 265-279.

Iglesias-Baena I., Barranco-Medina S., Lazaro-Payo A., Lopez-Jaramillo F.J., Sevilla F., Lazaro J.J.
(2010): Characterization of plant sulfiredoxin and role of sulphinic form of 2-Cys peroxiredoxin.
Journal of Experimental Botany 6, 1509-1521.

Jaffrey S.R., Snyder S.H. (2001): The biotin switch method for the detection of S-nitrosylated
proteins. Science's STKE: signal transduction knowledge environment 12, PL1.

Kamoun S., Young M., Forster H., Coffey M.D., Tyler B.M. (1994): Potential role of elicitins
in the interaction between Phytophthora species and tobacco. Applied and environmental
mikrobiology, 60, 1593-1598.

Kamoun S., van West P., de Jong A., de Groot K.E., Vleeshouwers V.G.A.A, Govers F. (1997):
A gene encoding a protein elictor of Phytophthora infestans is down-regulated during infection
of potato. Molecular Plant-Microbe Interactions Journal 10, 13-20.

67



Kamoun S, van West P, Vleeshouwers V.G.A.A., de Groot K.E, Govers F. (1998): Resistance
of Nicotiana benthamiana to Phytophthora infestans is mediated by the recognition of
the elicitor protein INF1. Plant Cell 10, 1413-1425.

Kanzaki H., Saitoh H., Ito A., Fujiwara S., Kamoun S., Katoh S., Yoshioka H., Terauchi R. (2003):
Cytosoloc HSP90 and HSP70 are essential components of INF1-mediated hypersensitive
response and non-host resistance to Pseudomonas cichorii in Nicotiana benthamiana. Molecular
Plant Pathology 4, 383-391.

Kavya R., Saluja R., Singh S., Dikshit M. (2006): Nitric oxide synthase regulation and diversity:
Implications in Parkinson's dinase. Nitric Oxide-Biology and chemistry 15, 280-294.

Kawamura Y., Hase S., Takenaka S., Kanayama Y., Yoshioka H., Kamoun S., Takahashi H. (2009):
Jasmonic acid-and ethylene-mediated signalling pathways and induces resistance to bacterial wilt
disease in tomato. Journal of Phytopathology 157, 287-297.

Keen N.T. (1975): Specific elicitors of plant phytoalexin production-determinant of race specificity
in pathogens. Science 187, 74-75.

Kharitonov V.G., Sundquist A.R., Sharma V.S. (1995): Kinetics of nitrosation of thiols by nitric
oxide in the presence of oxygen. Journal of Biological Chemistry 270, 28158-28164.

Kieffer F., Lherminier J., Simon-Plas F., Nicole M., Paynot M., Elmayan T., Blein J.P. (2000):
The fungal elicitor cryptogein induces cell wall modifications on tobacco cell suspension. Journal
of experimental botany 51, 1799-1811.

Klepper L. A. (1975): Evolution of nitrogen oxide gases from herbicide treated plant tissues. WSSA
Abstracts 184, 70.

Kneeshaw S., Gelineau S., Tada Y., Loake G.J., Spoel S.H. (2014): Selective protein denitrosylation
activity of thioredoxin-h5 modulates plant immunity. Molecules and Cells 56,153-162.

Koivusalo M., Baumann M., Uotila L. (1989): Evidence for the identity of glutathione-dependent
formaldehyde dehydrogenase and class 111 alcohol dehydrogenase. FEBS Letters 257, 105-1009.

Kone B.C., Kuncewicz T., Zhang W., Yu Z.Y. (2003): Protein interactions with nitric oxide
synthases: controlling the right time, the right place, and the right amount of nitric oxide.
American Journal of Physiology-Renal Physiology 285, F178-F190.

Kovacs I., Durner J., Lindermayr C. (2015): Crosstalk between nitric oxide and glutathione is
required for NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1 (NPR1)-
dependent defense signaling in Arabidopsis thaliana. New Phytologist 208, 860-872.

Kubienova L., Kope¢ny D., Tylichova M., Briozzo P., Skopalova J., Sebela M., Navratil M., Tache
R., Luhova L., Barroso J.B., Pettivalsky M. (2013): Structural and functional characterization
of a plant S-nitrosoglutathione reductase from Solanum lycopersicum. Biochimie 95, 889-902.

Kulik A., Noirot E., Grandperret V., Bourque S., Fromentin J., Salloignon P., Truntzer C.,
Dobrowolska G., Simon-Plas F., Wendehenne D. (2015): Interplays between nitric oxide and
reactive oxygen species in cryptogein signalling. Plant, Cell and Enviroment 38, 331-348.

Kwak J.M., Mori I.C., Pei Z.M., Leonhardt N., Torres M.A., Dangl J.L., Bloom R.E., Bodde S.,
Jones J.D., Schroeder J.I. (2003): NADPH oxidase AtrbohD and AtrbohF genes function
in ROS-dependent ABA signaling in Arabidopsis. The EMBO Journal 22, 2623-2633.

Kwon E., Feechan A., Yun B.W., Hwang B.H., Pallas J. A., Kang J.G, Loake G.J. (2012):
AtGSNORL1 function is required for multiple developmental programs in Arabidopsis. Planta 3,
887-900.

Laemmli U.K. (1970): Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head
of Bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

Lancaster J.R, (2008): Protein cysteine thiol nitrosation: maker or marker of reactive nitrogen
species-induced nonerythroid cellular signaling? Nitric Oxide 19, 68-72.

Lascombe M.B., Ponchet M., Venard P., Milat M.L., Blein J.P., Prangé T. (2002): The 1.45 A
resolution structure of the cryptogein-cholesterol complex: a close-up view of a sterol carrier
protein (SCP) active site. Biological Crystallography 58, 1442-1447.

68



Leberre J.Y., Panabieres F., Ponchet M., Denoroy L., Bonnet P., Marais A., Ricci P. (1994):
Occurrence of multiple forms of elicitins in Phytophthora cryptogea. Plant Physiology and
Biochemistry 32, 251-258.

Lee U., Wie C., Fernandez B.O., Feelisch M., Vierling E. (2008): Modulation of nitrosative stress
by S-nitrosoglutathione reductase is critical for thermotolerance and plant growth
in Arabidopsis. Plant Cell 20, 786-802.

Leitner M., Vandelle E., Gaupels F., Bellin D., Delledonne M. (2009): NO signals in the haze nitric
oxide signalling in plant defence. Current Opinion in Plant Biology 12, 451-458.

Lindermayr C., Saalbach G., Durner J. (2005): Proteomic Identification of S-Nitrosylated Proteins
in Arabidopsis. Plant Physiology 137, 921-930.

Lindermayr C., Sell S., Muller B., Leister D., Durner J. (2010): Redox regulation of the NPR1-TGA1
system of Arabidopsis thaliana by nitric oxide. Plant Cell 22, 2894-2907.

Malik S.M., Hussain A., Yun B.W., Spoel S.H., Loake G.J. (2011): GSNOR-mediated
de-nitrosylation in the plant defence response. Plant Science 181, 540-544.

Martinez M.C., Achkor H., Persson B., Fernandez M.R., Shafqat J., Farrés J., Jornvall H., Parés X.
(1996): Arabidopsis formaldehyde dehydrogenase - Molecular properties of plant class Il alcohol
dehydrogenase provide further insights into the origins, structure and function of plant class P and
liver class | alcohol dehydrogenases. European Journal of Biochemistry 241,
849-857.

Martinez-Ruiz A., Lamas S. (2004): S-nitrosylation: a potential new paradigm in signal transduction.
Cardiovascular Research 62, 43-52.

Martinez-Ruiz A., Lamas S. (2007): Signalling by NO-induced protein S-nitrosylation and
S-glutathionylation: convergences and divergences. Cardiovascular Research 75, 220-228.

Mayer B., Klatt P., Werner E.R., Schmidt K. (1995): Kinetics and mechanism of tetrahydrobiopterin-
induced oxidation of nitric oxide. Journal of Biological Chemistry 270, 655-659.

Mikes V., Milat M.L., Ponchet M., Panabiéres F., Ricci P., Blein J.P. (1998): Elicitins, proteinaceous
elicitors of plant defense, are a new class of sterol carrier proteins. Biochemical and Biophysical
Research Communications 245, 133-139.

Mitchell D.A., Marletta M.A. (2005): Thioredoxin catalyzes the S-nitrosation of the caspase-3 active
site cysteine. Nature Chemical Biology 1, 154-158.

Moore K.P., Mani A.R. (2002): Measurement of protein nitration and S-nitrosothiol formation
in biology and medicine. Methods in Enzymology 359, 256-268.

Moricova P., Luhova L., Lochman J., KaSparovsky T., Petfivalsky M. (2014): Elicitiny: klicové
molekuly interakci rostlin a patogent.. Chemicke listy 108, 1133-1139.

Nespoulous C., Huet J.C., Pernollet J.C. (1992): Structure-function relationships of o and B elicitins,
signal proteins involved in the plant-Phytophthora interaction. Planta 186, 551-557.

Niederman T., Genetet I., Bruyere T., Gees R., Stintzi A., Legrand M., Fritig B., Mosinger E. (1995):
Pathogenesis-related PR-1 proteins are antifungal. Plant Physiology 108, 17-27.

Noctor G., Mhamdi A., Chaouch S., Han Y.l., Neukermans J., Marquez-Garcia B., Queval G., Foyer
C.H. (2012): Glutathione in plants: an integrated overview. Plant, Cell and Environment 35, 454-
484

Noritake T., Kawakita K., Doke N. (1996): Nitric oxide induces phytoalexin accumulation in potato
tuber tissues. Plant and Cell Physiology 37, 113-116.

Osman H., Vauthrin S., Mikes V., Milat M.L., Panabiéres F., Marais A., Brunie S., Maume B.,
Ponchet M., Blein J.P. (2001): Mediation of elicitin activity on tabacco is assumed by elicitin-
sterol complexes. Molecular Biology og the Cell 12, 2825-2834.

Paige J.S., Xu G., Stancevic B., Jaffrey S.R. (2008): Nitrosothiol reactivity profiling identifies
S-nitrosylated proteins with unexpected stability. Chemistry and Biology 15, 1307-1316.

Pei Z.M., Murata Y., Benning G., Thomine S., Kliisener B., Allen G.J., Grill E., Schroeder J.I.
(2000): Calcium channels activated by hydrogen peroxide mediate abscisic acid signalling
in guard cells. Nature 406, 731-734.

69



Piterkova J., Petfivalsky M., Luhova L., Mieslerova B., Sedlafova M., Lebeda A. (2009): Local and
systemic production of nitric oxide in tomato responses to powdery mildew infection. Molecular
Plant Pathology 10, 501-513.

Pleskova V., Kasparovsky T., Obofil M., Ptackova N., Chaloupkova R., Dokladal L., Damborsky J.,
Lochman J. (2011): Elicitine membrane interaction is driven by a positive charge on the protein
surface: Role of Lys13 residue in lipids loading and resistance induction. Plant Physiology and
Biochemistry 49, 321-328.

Ponchet M., Panabiéres F., Milat M.L., Mikes V., Montillet J.L., Suty L., Triantaphylides C., Tirillye
Y., Blein J.P. (1999): Are elicitins cryptograms in plant-Oomycete communications? Cellular
and Molecular Life Sciences 56, 1020-1047.

Prochazka S., Machackova 1., Krekule J., Sebanek J. (1998): Fyziologie rostlin. vydani 1.,
nakladatelstvi Akademie véd Ceské republiky, Praha, Ceska republika, 488.

Radman R., Saez T., Bucke Ch., Keshavarz T. (2003): Elicitation of plants and microbial cell
systems. Biotechnology and Applied Biochemistry 37, 91-102.

Ricci P., Bonnet P., Huet J.C., Sallantin M., Beauvais-Cante F., Bruneteau M., Billard V., Michel
G., Pernollet J.C. (1989): Structure and activity of proteins from pathogenic fungi Phytophthora
eliciting necrosis and acquired resistance in tobacco. European Journal of. Biochemistry 183,
55-583.

Rockel P., Strube F., Rockel A., Wildt J., Kaiser W.M. (2002): Regulation of nitric oxide (NO)
production by plant nitrate reductase in vivo and in vitro. Journal of Experimental Botany 53,
103-110.

Romero-Puertas M.C., Laxa M., Matte A., Zaninotto F., Finkemeier I., Jones A.M., Perazzolli M.,
Vandelle E., Dietz K.J., Delledonne M. (2007): S-nitrosylation of peroxiredoxin Il E promotes
peroxynitrite-mediated tyrosine nitration. Plant Cell 19, 4120-4130.

Rouhier N., Jacquot J.P. (2005): The plant multigenic family of thiol peroxidases. Free Radical
Biology and Medicine 38, 1413-1421.

Saito S., Yamamoto-Katou A., Yoshioka H., Doke N., Kawakita K. (2006): Peroxynitrite generation
and tyrosine nitration in defense responses in tobacco BY-2 cells. Plant Cell Physiology 47, 689-
697.

Salgado I., Martinez M.C., Oliveira H.C., Frungillo L. (2013): Nitric oxide signaling and homeostasis
in plants: a focus on nitrate reductase and S-nitrosoglutathione reductase in stress related
responses. Brazilian Journal of Botany 36, 89-98.

Saville B. (1958): A scheme for the colorimetric determination of microgram amounts of thiols.
Analyst 83, 670-672.

Shi Y.F., Wang D., Wang C., Culler A.H., Kreiser M.A., Suresh J., Cohen J.D., Pan J., Baker B., Liu
J.Z. (2015): Loss of GSNORL1 function leads to compromised auxin signaling and polar auxin
transport. Molecular Plant 8, 1350-1365.

Singh R.J., Hogg N., Joseph J., Kalyanaraman B. (1996): Mechanism of nitric oxide release from
S-nitrosothiols. Journal of Biological Chemistry 271, 18596-18603.

Stamler J.S., Simon D.I., Osborne J.A., Mullins M.E., Jaraki O., Michel T., Singel D.J., Loscalzo J.
(1992): S-nitrosylation of proteins with nitric oxide: synthesis and characterization of biologically
active compounds. Proceedings of the National Academy of Science of the United States 89, 444-
448.

Soderberg A., Sahaf B., Rosen A. (2000): Thioredoxin reductase, a redox-active selenoprotein, is
secreted by normal and neoplastic cells: Presence in human plasma. Cancer Reseach 60,
2281-2289

Stamler J.S., Toone E.J. (2002): The decomposition of thionitrites. Current Opinion in Chemical
Biology 6, 779-785.

Stohr C., Ullrich W.R. (2002): Generation and possible roles of NO in plant roots and their apoplastic
space. Journal of Experimental Botany 53, 2293-2303.

Stoyanovsky D.A., Tyurina Y.Y., Tyurin V.A., Anand D., Mandavia D.N., Gius D., Ivanova J., Pitt
B., Billiar T.R., Kagan V.E. (2005): Thioredoxin and lipoic acid catalyze the denitrosation of low

70



molecular weight and protein S-nitrosothiols. Journal of the American Chemical Society 127,
15815-15823.

Tada Y., Spoel S.H., Pajerowska-Mukhtar K., Mou Z., Song J., Wang C., Zuo J., Dong X. (2008):
Plant immunity requires conformational charges of NPR1 via S-nitrosylation and thioredoxins.
Science 321, 952-956.

Theis T., Stahl U. (2004): Antifungal proteins: targets, mechanisms and prospective applications.
Cellular and Molecular Life Sciences 6, 437-455.

Thomas D.D., Liu X., Kantrow S.P., Lancaster J.R. (2001): The biologicallifetime of nitric oxide:
Inplicationsfor the perivasculardynamics of NO and O,. Proceedings of the National Academy
of Science of the United States of America 98, 355-360.

Ticha T. (2017): Uloha S-nitrosoglutathionreduktasy a S-nitrosace ve vyvoji rostlin a odpovédi
na stresové podminky. Dizertatni prace, UP Olomouc, Ceska republika.

Tonon, C., Guevara G., Oliva C., Daleo G. (2002): Isolation of a potato acidic 39 kDa (-1,
3-glucanase with antifungal activity against Phytophthora infestans and analysis of'it’s expression
in potato cultivars differing in their degrees of field resistance. Journal of Phytopathology 15,
189-195.

Torres M.A., Jones J.D., Dangl J.L. (2005): Pathogen-induced, NADPH oxidase-derived reactive
oxygen intermediates suppress spread of cell death in Arabidopsis thaliana. Nature Genetics 37,
1130-1134.

Tun N.N., Santa-Catarina C., Begum T., Silveira V., Handro W., Floh E.I., Scherer G.F. (2006):
Polyamines induce rapid biosynthesis of nitric oxide (NO) in Arabidopsis thaliana seedlings.
Plant and Cell Physiology 47, 346-354.

Tuteja N., Chandra M., Tuteja R., Misra M.K. (2004): Nitric oxide as a unique bioactive signaling
messenger in physiology and pathophysiology, Journal of Biomedicine and Biotechnology 4,
227-2317.

Van Loon L.C., Kammen A. (1970): Polyacrylamide disc electrophoresis of the soluble leaf proteins
from Nicotiana tabacum var. "Samsun™ and "Samsun NN". Il. Changes in protein constitution
after infection with tobacco mosaic virus. Virology 40, 190-211.

Wang Y.Q., Feechan A., Yun, B.W., Shafiei R., Hofmann A., Taylor P., Xue P., Yang, F.Q., Xie,
Z.S., Pallas J.A., Chu C.C., Loake, G.J. (2009): S-nitrosylation of AtSABP3 antagonizes
the expression of plant immunity. The Journal of. Biological. Chemistry 284, 2131-2137.

Wawer 1., Bucholc M., Astier J., Anielska-Mazur A., Dahan J., Kulik A., Wystouch-Cieszynska A.,
Zareba-Koziot M., Krzywinska E., Dadlez M., Dobrowolska G., Wendehenne D. (2010):
Regulation of Nicotiana tabacum osmotic stress-activated protein kinase and its cellular partner
GAPDH by nitric oxide in response to salinity. Biochemical Journal 429, 73-83.

Wendehenne D., Gould K., Lamotte O., Durner J., Vandelle E., Lecourieux D., Courtois C.,
Barnavon L., Bentéjac M., Pugin A., (2005): NO signaling functions in the biotic and abiotic
stress responses. BMC Plant Biology, 5, 31-35.

Wimalasekera R., Villar C., Begum T., Scherer G.F. (2011): COPPER AMINE OXIDASE1
(CuAO1l) of Arabidopsis thaliana contributes to abscisic acid- and polyamine-induced nitric
oxide biosynthesis and abscisic acid signal transduction. Molecular Plant 4, 663-678.

Yamasaki H., Sakihama Y., Takahashi S. (1999): An alternative pathway for nitric oxide production
in plants: new features of an old enzyme. Trends in Plant Science 4, 128-129.

Yamasaki H., Cohen M. F. (2006): NO signal in crossroads: polyamine induced nitric oxide synthesis
in plants? Trends in Plant Science 11, 522-524.

Yun B.W., Feechan A., Yin M., Saidi N.B., Le Bihan T., Yu M., Moore J.W., Kang J.G., Kwon E.,
Spoel S.H., Pallas J.A., Loake G.J. (2012): S-nitrosylation of NADPH oxidase regulates cell death
in plant immunity. Nature 478, 264-268.

Zaffagnini M., Morisse S., Bedhomme M., Marchand C.H., Festa M, Rouhier N., Lemaire S.D., Trost
P. (2013): Mechanisms of nitrosylation and denitrosylation of cytoplasmic glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase from Arabidopsis thaliana. Journal of Biological Chemistry 288,
22777-227809.

71



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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cGMP
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DMSO
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FALDH
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GSNHOH
GSNO
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Hb
HEPES

HMGSH
HR
INF

Akrylamid-N,N-bisakrylamid

Kyselina abscisova
4-(2-aminoethyl)benzensulfonyl fluorid
Alkoholdhydrogenasa

Alkalicka fosfatasa

Persiran amonny
(N-(6-(biotinamido)hexyl)-3"-(2"-
-pyridyldithio)propionamid)

Hovézi sérovy albumin

Biotin-switch

Cyklicky guanosinmonofosfat
Collapsin Response Mediator Protein-2
Kryptogein

Diaminoxidasa

Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa

Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
Glycindekarboxylasy

Glutathion redukovany

Glutathion oxidovany
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Glutathion-sulfinamid

Hyperkyselé elicitiny

Hemoglobin

2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
-ethansulfonové kyselina

S-(hydroxymethyl)glutathion
Hypersenzitivni reakce/odpoveéd

Infestin
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JA

MMTS
MAPK
NBT-BCIP

NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NH20H
NHs
NH4*
Ni-NOR
NiR
NED
NPR1
NO

NO"
NO*
NO2
NO3’
NOS
NiR

NR

02

ONOOr
PA

PAO

PR

Prx
PTM
RBOHD
RNS

Kyselina jasmonova
S-methylmethanthiosulfonat
Mitogenem aktivovana proteinkinasa

Nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-
-chloro-3-indolyl-fosfatem

Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Hydroxylamin

Amoniak

Amonny kationt

Nitrit:NO reduktasa

Nitritreduktasa

N-(1-naftyl)ethylendiamin

Non-Expresser of Patogenesis-Related Genes 1
Oxid dusnaty

Nitroxylovy anion

Nitrosoniovy kation

Dusitanovy aniont

Dusi¢nanovy aniont

NO-synthasa

Nitrit:NO reduktasa

Nitratreduktasa

Kyslik

Superoxidovy anion

Peroxynitrit

Kyselina fosfatidova

Polyaminoxidasa

Pathogenesis related protein

Peroxiredoxin

Posttranslacni modifikace

Respiratory burst oxidase homology D
Reaktivni formy dusiku
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ROS

RSH

RSNO

SA

SABP3
SAR

SDS
SDS-PAGE

TBS
TEMED
TrxR
Trx
TTBS
XOD

Reaktivni formy kysliku
Thiol

S-nitrosothiol(y)

Salicylova kyselina
SA-vazebny protein 3
Systémov¢ ziskana rezistence
Dodecylsiran sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Vv ptitomnosti dodecylsiranu sodného

Fyziologicky roztok pufrovany Tris
N,N-tetramethylendiamin
Thioredoxinreduktasa

Thioredoxin

Tween v TBS

Xanthinoxidasa
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