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Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma rostlinnych S-nitrosoglutathionreduktas
(GSNOR), jejich vlastnosti a funkce v opodvédi rostlin na stresové podminky

Ptiprava a charakterizace rekombinantnich GSNOR z Arabidopsis v¢etn¢ mutantnich
forem se zdménou vybranych cysteinti za seriny

Charakterizace posttranslaéni regulace aktivit rostlinnych S-nitrosoglutathionreduktas
in vitro.

Studium enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy béhem vyvoje rajéete Solanum

lycopersicum cv. Micro-Tom a reakce rostlin na stresové podminky



1 Uvod

Rostlina miize na napadeni patogenem reagovat riznymi zptisoby a jeji odolnost mize
mit rizné piiciny. Rostliny se kviili svému zpiisobu zivota musely adaptovat na rizné
stresové podminky prostfedi. Rostlina disponuje fadou obrannych mechanizmt, které
mohou byt konstitutivni nebo indukované.

Mezi pasivni obranné mechanismy patii krom¢ anatomickych a morfologickych
vlastnosti rostliny i antimikrobialni latky, které jsou v rostliné¢ obsazeny i pied
napadenim patogenem tzv. fytoanticipiny. Tyto mechanismy tvoii prvni obrannou linii
pfi napadeni mikroorganismy.

Prvnimi aktivnimi obrannymi mechanismy u rostlin po napadeni patogenem je
tvorba iontovych kandld, reaktivnich forem kysliku a dusiku a aktivace fosforyla¢nich
kaskad, kter¢ jsou nasledovany aktivaci exprese specifickych genti a syntézou proteind.
Po napadeni rostlin houbovymi patogeny, které uvoliuji do hostitele specifické latky —
elicitory, se indukuje syntéza fytoalexini. CoZ jsou nizkomolekularni obranné
antimikrobidlni a antifungalni latky, vétSinou se jedna o fenolické struktury. Dalsi
skupinou latek Ucastnicich se obrannych reakci rostlin jsou PR proteiny, které jsou
indukovany infekci viry, viroidy, ale 1 bakteriemi a houbovymi patogeny.

Dal$im dilezitym obrannym mechanismem je hypersenzitivni reakce (HR), ktera se
charakterizuje rychlou nekrézou v misté napadeni patogenem. V tomto mechanismu
jsou zahrnuty dvé faze. Prvni z nich je indukce programované buné¢né smrti okolnich
bun¢k, aby se =zamezilo Siteni patogenu do dalSich ¢asti rostliny.
Za druhé se u rostlin vyskytuje systémova rezistence, Siroka fyziologicky podminéna
imunita, kterd je vysledkem HR a aktivace gentl, které jsou spojené s obrannym
mechanismem. Ziskana systémova rezistence (SAR), kterd je nejvyznamnéjsi, zajistuje
Sirokou rezistenci vii€i virim, bakteriim 1 houbovym patogentim. Endogennim signalem
pro systémovou rezistenci je kyselina salicylova (SA), ktera aktivuje geny souvisejici
S patogenezi, PR geny. Kyselina salicylova inhibuje katalasu, ¢imz napomahé vzniku
superoxidovych radikalti. Dale SA ucinkuje s dal$imi signaly, jako jsou kyselina
jasmonova, etylén a elektricky potencial. Indukovana systémova rezistence (ISR) je
druhym typem systémové rezistence. Dulezitymi signaly u této rezistence jsou kyselina
jasmonova a etylén. Kyselina jasmonové aktivuje pfedev§im geny obrannych reakci

rostlin.



Pokud dojde k indukci hypersenzitivni reakce pomoci elicitorti, nastanou rychlé
metabolické zmény. Tyto zmény zahrnuji zménu aktivity ATPasy v cytoplazmé, ktera
za fyziologickych podminek udrzuje transmembranovy potencial, pii HR dojde
Kk snizeni pH cytoplazmy a uvolnéni Ca*" iontd. Ca* ionty pusobi jako sekundarni
poslové a aktivuji obranné reakce rostliny nasledované dalSimi biochemickymi déji,
které vedou k bunééné smrti (Repkova, 2013).

Jiz zminéné reaktivni formy kysliku (ROS) jsou velmi silnymi oxidanty, které
mohou reagovat témet se vSemi slozkami zivych bunék, coz vede k vaznému poskozeni
lipidti, proteinit a nukleovych kyselin. Aby se zabranilo tomuto oxida¢nimu stresu,
obsahuji rostlinné fadu enzymatickych a neenzymatickych antioxidantd, které
za normalnich podminek odstraiiuji piebyte¢na oxidacni Cinidla
(Bailey-Serres a Mittler, 2006; Halliwell a Gutteridge, 2007; Barcel6 a Laura, 2009;
Sies, 2014). V posledni dobé se vSak ukazuje, ze ROS jsou dilezitou slozkou
signalizacni sité¢ (oxidacni signalizace, redoxni zabezpeceni) a rostliny je vyuzivaji pro
jejich rozvoj a pro reakce na zmény prostfedi. U&inné antioxidaéni systémy
pravdépodobné potlacuji toxicitu ROS a umoziuji jejich vyuZiti pro pfevod signalu.
ROS tedy hraji vyznamnou roli v rostlinach, kde jsou vyuzivany jako kli¢ové regulatory
riznych procest: rast, vyvoj reakce na biotické a abiotické podnéty, metabolismus
rostlin a programovana bunééna smrt (Obr. 1, del Rio a Puppo, 2009;
Mittler et al., 2011; Inzé et al., 2012; Sandalio et al., 2012; Baxter et al., 2014). Ukazalo
se, rostlinné buiikky mohou zahajit a zesilovat produkci ROS za Ucelem signalizace.
Velmi dulezitd pro zahajeni signalnich kaskad je lokalizace produkce ROS
v chloroplastech, mitochondriich a peroxisomech. ROS vytvaii v rostlinnych buiikach
mnoho podnétd, vyvolani signalni transdukce, nebo specialni bunééné odpovédi

(Bailey-Serres a Mittler, 2006).
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Obr. 1: ROS signalizace Vv rostlinnych bufikach. ZjednoduSeny model ukazuje, jak se ROS
v rostlinnych tvofi kvili mnoha podnétim, mohou vyvolat signdlni udalosti produkujici
specifické bunééné odpovedi. Ovladani téchto molekul je zprosttedkovano rovnovahou mezi
jejich produkci a degradaci riznymi antioxida¢nimi systémy, jak jsou SOD, katalasy,
askorbatperoxidasy atd. (upraveno podle del Rio, 2015).

Oxid dusnaty, hlavni ptedstavitel jiZ zminénych RNS, ma dllezitou funkci jako inter-
a intracelularni signalni molekula ucastnici se rustu a vyvoje rostlin. NO reguluje riizné
procesy indukci transkripce geni nebo  aktivaci  sekundarnich  posla
(Besson-Bard et al., 2008; Gaupels et al., 2011). NO se podili i na dalSich
fyziologickych a patologickych procesech, které zahrnuji kliceni semen, rist pylové
lacky, dfevnaténi bunééné stény, kofenovou organogenezi, kveteni, zrani plodu, starnuti
a bioticky a abioticky stres (Giba et al., 2007; Wendehenne a Hancock, 2011;
Puppo et al., 2013; Nasir Khan et al., 2014; Yu et al., 2014).

ROS a RNS hraji klicovou roli jako signalni molekuly v reakci na biotické stresy
v rostlinach. Po napadeni patogenem dochazi k jejich rychlé nadprodukci, coz ¢asto
vede Kk programované bunécné smrti (PCD) (Wang et al, 2013). NO mize
Vv ptitomnosti kysliku reagovat s glutathionem za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO),
ktery slouzi jako mobilni nadrz pro NO (Ortega-Galisteo et al., 2012,
Barroso et al., 2013; Corpas et al., 2013a; Xu et al., 2013; Kubienova et al., 2014;
Yu et al., 2014).Na druhé strané¢ RNS peroxynitrit (ONOQ") je silny antioxidant, ktery
je tvofen rychlou reakci mezi O, a NO (Radi, 2013). V dusledku piitomnosti NO
a GSNO v rostlinnych tkanich a generovani ONOO’, mohou V rostlinaich probihat
dilezité kovalentni posttranslacni modifikace, jako napf. S-nitrosylace a nitrace
(Romero-Puertas et al., 2013; Corpas et al., 2013b). Pomoci S-nitrosylace jsou
inhibovany napf. katalasy a glykolatoxidasy v peroxisomech, coz by mohlo regulovat
bunéénou  uroven  klicovych signalnich  molekul, jako je  H0O;

(Ortega-Galisteo et al., 2012).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Modifikace cysteint

Cystein v proteinech (R-SH) podstupuje fadu enzymatickych a neenzymatickych
modifikaci, ¢asto zavislych na ionizaci cysteinu za vzniku thiolatu (R-S-) v dasledku
zmény pH okoli. Tyto zmény thiolové skupiny cysteinu umoziiuji zménu jak struktury
proteinti, tak i jejich biologické funkce. Tyto upravy zahrnuji kromé S-nitrosylace
I sulfenylaci, tvorbu disulfidovych mustkd, tvorbu vysSich oxidacnich stupiiti siry,
persulfidaci, alkylaci, arylaci, a dalsi (Go et al., 2015).

Interakce R-S- s kovovymi ionty je bézny strukturni prvek a vazebny motiv i pro
nukleové kyseliny a komponenta katalytického mista enzymi. R-S je pfedmétem
oxidace ([O]) na Cys sulfenat (R-SO) pomoci H,O, a dalSich dvouelektronovych
oxidantd. Thiol (R-SH) také prochazi zménou s disulfidem (R1-SS-R1)za tvorby jiného
thiolu (R1-SH) a disulfidu (R1-SS-R) v procesu vymény thiol-disulfid.
K nerovnovéznému ustidlenému stavu oxidace specifického R-SH dochézi v disledku
piitomnosti nizké nanomolarni koncentrace H,O, v bunkach. R-SO reaguje s R-SH
nebo GSH za tvorby pfislusnych disulfidd (R-SS-R, R-SSG). Mnoho R-SO mize
podstoupit hyperoxidaci na sulfinat (R-SO,) a sulfonat (R-SO3) v pfitomnosti nadbytku
oxida¢niho ¢inidla. R-S také reaguje s NO prostiednictvim riiznych zpiisobli prenosu
NO" iontu za vzniku odpovidajiciho nitrosothiolu (R-SNO). R-SO se sirovodikem (SH)
muze tvorit cysteinovy persulfid (R-SS), ktery mize byt oxidovan na cysteinovy
thiosulfat (R-SSO3). Alternativné mize R-SO reagovat s primarnim aminem vedlejsi
aminoskupiny nebo samostatné biomakromolekuly za vzniku sulfenamidu (R-SNRH),
ktery muize byt dale oxidovan na sulfinamid (R-S(O)NRH) a sulfonamid
(R-S(O),NRH), coz casto vede k tvorbé cyklické intramolekularni struktury
(Obr. 2, Go et al., 2015).

2.1.1  Persulfidace

Proteinovy persulfid je derivatem sirovodiku, ktery je produkovén z Cys stfevnimi
mikroorganismy pomoci merkaptopyruvatsulfotransferasy, cystathionin p-synthasy
(CBS) a cystathionin y-lyasy (CGL) (Gadalla et al., 2010; Kolluru et al., 2013). Tvorba
persulfidu interferuje s normalni reaktivitou proteinového Cys v podstaté stejnym
zpusobem jako S-nitrosylace nebo sulfenace (Francoleon et al., 2011), ale na rozdil
od nich je vysoce nukleofilni sulfan vice reaktivni vici elektrofilim (Ono et al., 2014).

Mezi proteiny podléhajici persulfidaci patii napiiklad GAPDH (Mustafa et al., 2009).



2.1.2  Alkylace

Mnoho modifikaci Cys je za normalnich in vivo podminek nevratnych. Mezi né patii
napfiklad modifikace endogenné¢ odvozenych reaktivnich lipid, které poskytuji
odpovéd’ na stres (Higdon et al., 2012). Také reaktivni aldehydy tvofi vyznamnou
a dobfe znamou frakci trvalych zmén Cys (Fritz et al., 2013). Mnoho o/p nenasycenych
aldehydt, jako je napf. 4-hydroxynonenal, je mékkymi elektrofily, které reaguji
smékkymi nukleofily a jsou pievazné regulovany Cys thiolaty in vivo
(LoPachin et al., 2012; LoPachin et al., 2009).

2.1.3 S-nitrosylace proteini

Pojem S-nitrosylace oznacuje reakci, pfi niz dochazi k tvorbé vazby S-NO pomoci
nitrosylace cysteinového thiolu (Stamler et al., 1992a). S-nitrosylace je tedy reverzibilni
modifikace cysteinovych thiold v proteinech, kdy dochéazi ke koordinacné kovalentni
vazb¢é mezi nitrosylovou skupinou (NO radikalem) a sirou —SH skupiny cysteinu
(Lancaster, 2008).
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Obr. 2: Funkéni modifikace cysteinu (Cys) (Upraveno podle Go et al., 2015).
2.1.4 Mechanismy S-nitrosylace
S-nitrosylace je posttransla¢ni modifikace mistné specificka podobné jako fosforylace,

ale je mén¢ stabilni. Jedna se o reakci, kterd probihd bez enzymové katalyzy, kdy



dochazi k reverzibilni kovalentni vazbé mezi -NO skupinou a —SH skupinou na cilovém
proteinu (Hess et al., 2011).

Obecné¢ je znamo, ze reakci radikdlu *NO s kyslikem nedochazi k tvorbé
nitrosothiolu (Pryor et al., 1982, Wink et al. 1994), avSak tato reakce je pro
S-nitrosylaci nezbytna, protoze dochazi k vytvotreni vyssich oxidd dusiku, z nichz je pro
S-nitrosylaci typicky N,Oz (Wink et al., 1993; Hogg, 2003a). Tato reakce *NO s O,
byva upiednostiiovana v membranovém prostiedi, kde se nachézi vyssi koncentrace
obou reaktantl
(Liu et. al., 1998a). Mize také dochazet k ¢asteéné disociaci N,O3 na NO* a NO;', coz
podporuje reakci NO® snukleofilnim atomem siry (Arnelle et al., 1995;
Hogg et al., 1999; Liu et al., 1998b). Dal§im nitrosylaénim ¢inidlem je dusitan, ktery
v kyselém prostiedi tvoii kyselinu dusitou, avSak jeji vyskyt je omezen
za fyziologickych podminek pouze na velmi kyselé prostredi (Stamler et al., 1992b;
Singh et al., 1996).

Nitrosothioly mohou ptfednostné vznikat z vice ionizovatelnych cysteind, u nichz
muze byt thiolatovy anion stabilizovany acidobazickymi interakcemi se sousednimi
skupinami nalezicimi pfilehlym zbytklim v primarni sekvenci, nebo jen v pfitomnosti
trojrozmémé  struktury (Stamler et al, 1997; Ascenzi et al., 2000;
Pérez-Mato et al., 1999; Williams et al., 2003). V dusledku téchto acidobazickych
interakci by mohlo pK, riznych cysteinovych zbytka hrat dulezitou roli pro uréeni
vyskytu S-nitrosylace.

Jak jiz bylo uvedeno, S-nitrosylace je dosazeno pomoci nekatalyzované chemické
reakce, proto se specificnost reakce nemuze spoléhat na rozpozndni cilové struktury
enzymem. Misto toho tato reakce zavisi pouze na chemické reaktivit¢ mezi
nitrosyla¢nim ¢inidlem a cilem (Marti'nez-Ruiz et al., 2004). Pro tuto specifi¢nost bylo
identifikovano né€kolik faktort:

a) reaktivita cilového proteinového rezidua
Uz bylo feceno, Ze vice ionizovatelné cysteiny jsou prednostné nitrosylovany. Dal§imi
kandidaty pro nitrosylaci jsou i cysteiny v hydrofobnim prostiedi. Tedy reakéni
prostiedi urcuje reaktivitu Cys rezidua. Chemicka specifi¢nost je uréena na atomoveé
urovni (Nathan et al., 2003).

b) koncentrace
Vyskyt reakce je urcen koncentraci zicastnénych reaktantli (nitrosylacni Ccinidlo

a protein) (Schmidt et al., 1996; Stuehr et al., 2001). V tomto bodé¢ je klicovym krokem



produkce NO a souvisejicich RNS. Dulezita je také lokalni koncentrace biochemickych
¢inidel (Mannick et al., 2002). Rada S-nitrosylovanych proteinii se nachazi v blizkosti
enzymu syntetizujicich NO (Matsumoto et al., 2003). Dilezita je také stabilita vazby,
ktera je v tomto pfipad¢ znacné labilni. Stejné jako u syntézy, tak 1 ke Stépeni vazby

muze dojit bez ptitomnosti specifickych enzymu (Gaston et al., 1999).

2.1.5 Katabolismus S-nitrosothioli

S-nitrosothioly mohou snadno uvoliiovat NO, protoze vazba S-NO je siln¢ polarizovana
a neni prili$ stabilni. RSNO se nejcastéji rozkladaji na NO a ptislu$né disulfidy. K jejich
rozkladu dochazi jak enzymovou tak i neenzymovou cestou.

V roztocich ma na stabilitu RSNO vliv fada faktorti kromé pH, svétla, teploty, také
ptitomnost kysliku a kationtd pfechodnych kovu (Ignaro et al., 1999, Hogg et al., 1999,
Stamler et al., 2002, Singh et al., 1996). Heterolytickym §tépenim vazby S-NO vznika
nitrosoniovy (NO™) nebo nitroxylovy (NO") iont, které ale nejsou za fyziologickych
energii, touto reakci vznika NO a disulfid. K homolytickému rozkladu RSNO dochazi
na UV svétle, kdy dochéazi ke vzniku radikali NO™ a RS". Nékteré RSNO mohou byt
$tépeny za katalyzy Cu” ionty. V tomto pfipadé miize byt rozklad potladen pouzitim
chelata¢nich ¢inidel (Singh et al., 1996). Krom& Cu’ iontd mohou vazbu S-NO
rozkladat i daldi ionty kovd, jako jsou Zn?*, Ca®*, Mg®*, Ni*, Co*, Mn*
a Cr¥*. RSNO je pomoci rtuti rozkladan, a tato reakce je pouzita ve spektrofotometrické
metodé pro stanoveni RSNO. S-nitrosothioly jsou rozkladany v prostfedi cytosolu zde
ptritomnymi reduktanty (Rafikova et al., 2002).

Klicovym enzymem katabolismu GSNO a zaroven 1 vSech RSNO je
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR). Tento enzym katalyzuje ireverzibilni
NADH-dependentni pfeménu GSNO, pii které vznika glutathiondisulfid a amoniak:

GS-NO + NADH + H* — GS-NHOH + NAD"
GS-NHOH + NADH + H+ —> GS-NH, +NAD" + H,0
GS-NH? + GSH — GS-SG + NH3

Rozklad S-nitrosylovanych proteini muze také probihat transnitrosacni reakci mezi
S-nitrosothiolem a thioredoxinem. Kromé¢ téchto jiz zminénych enzymi se na rozkladu

RSNO podileji také thioredoxiny, karbonylreduktasa, XOD, SOD, disulfidisomerasa,



kfenova peroxidasa, cytochromy P450, hemoglobiny a katalasa. VSechny enzymy
podilejici se na katabolismu RSNO jsou podrobné&ji popsany nize.

2.2 Rostlinna S-nitrosoglutathionreduktasa

Prvni popsana S-nitrosoglutathionreduktasa byla izolovana z hovézich a kufecich jater a
byla oznacena jako formaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.1.) (Strittmatter a Ball, 1955).
Dalsi charakterizovanou formaldehyddehydrogenasou byla lidskd pochazejici z také
z jater (Uotila a Koivusalo, 1974) a pak nasledovaly charakterizace enzymu z dalSich
zdrojii. U Zzivoc€ichl poukazuji strukturalni a funkéni aspekty na to, ze GSNOR hraje
zasadni roli v bunééné signalizaci (Foster et al., 2009; Thompson et al., 2009).

U rostlin byl tento enzym poprvé popsan U Arabidopsis thaliana
(Martinez et al., 1996). Rada vysledki potvrzuje vyznamnou roli GSNOR pfi odpovédi
rostliny na abioticky stres. Jedna se jak o stres zptisobeny mechanickym poskozenim
(Diaz et al., 2003), tak teplotni stres (Corpas et al., 2008), nebo oxidacni stres
zpusobeny toxicitou tézkych kovu (Barroso et al., 2006).

Zjistilo se také, Ze GSNOR je diilezita a Siroce pouZivand slozka signdlnich siti pro
rezistenci rostlin proti patogentim. JelikoZ je oxid dusnaty a S-nitrosothioly vyznamné
signalni molekuly, které¢ se ucastni regulace imunitnich odpovédi u rostlin, Ize tedy
piedpokladat, Ze zmény v koncentraci RSNO vlivem GSNOR povedou u rostlin

k modulaci obrannych reakci na patogeny (Obr. 3, Malik et al., 2011).
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Obr. 3: Hypoteticky model role GSNOR v obranné reakci rostlin v misté infekce patogenem
a systétmove¢ ziskané rezistenci (SAR) ve vzdalenych Ccastech rostliny (Prevzato
z Kubienova et al. 2013a)



2.2.1 Struktura a molekularni vlastnosti GSNOR

GSNOR patii do rodiny alkoholdehydrogenas tfidy III, coz je vysoce konzervovana
skupina enzymu. Pavodné byl tento enzym oznaCovan jako glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.1) kvali své schopnosti katalyzovat NAD"
a glutathion-dependentni oxidaci formaldehydu (Koivusalo et al., 1989). Pozdé&ji bylo
zjisténo, Zze se enzym podili na  oxidaci  hydroxylové  skupiny
S-(hydroxymethyl)glutathionu, ktery vznikd jako spontanni adukt formaldehydu
a glutathionu. A vysledkem je vznik S-formylglutathionu. Doslo tedy k picklasifikovani
enzymu na S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasu (EC 1.1.1.284). V dnes$ni dobé
je nejcastéji pouzivan ndzev S-nitrosoglutathionreduktasa, protoze v zivych bunkéch
spiSe kontroluje hladinu GSNO. Hlavni reakci katalyzovanou GSNOR je tedy
NADH-dependentni redukce S-nitrosoglutathionu za vzniku riznych produkti
Vv zévislosti na prostfedi. PfedevSim vSak vede k tvorbé oxidovaného glutathionu
a amoniaku (Jensen et al., 1998; Liu et al., 2001; Staab et al., 2008).

GSNOR je homodimerni enzym obsahujici dvé 40 kDa podjednotky. Kazdy
monomer se sklada z katalytické a koenzymové domény a ze dvou atomti zinku, z nichz
jeden ma katalytickou funkci, druhy plni funkci pouze strukturni (Engeland et al., 1993;
Sanghani et al., 2003a). Aktivni misto katalytického zinku je koordinovano dvéma
cysteiny (Cys 177 a Cys 47), jednim histidinem (His69) a bud’” Glu70, nebo jednou
molekulou vody. Tento atom zinku vystupuje jako Lewisova kyselina, a proto dokaze
aktivovat alkoholy nebo ostatni substraty béhem katalyzy (Sanghani et al., 2000).

Celkova struktura SIGSNOR je velmi podobna lidské (61% sekvenc¢ni identita
enzyml). Na rozdil od lidské mé raj€atova a ostatni rostlinnd GSNOR o pét
aminokyselin vice a obsahuje dals$i dvé N-koncova a C-koncové rezidua. Vstupy pro
ob¢ aktivni mista jsou lokalizovany na stejné stran¢ dimeru, zatimco ob¢ koenzym-
vazajici mista se nachazi na opacnych strandch dimeru. Katalyticka doména obsahuje
rezidua 1-177 a 327-379, mensi NAD'-vazajici Rossmaniv zafez obsahuje rezidua
178-326 a tvoii hlavni ¢ast podjednotkového rozhrani. Obé domény vazajici koenzym
jsou orientovany tak, aby Sest B-skladanych listi z kazdé domény vytvoftilo 12-vldknovy
pseudokontinualni B-skladany list. Vazebnd mista jsou velice konzervovana a nachazi se
ve velké Stérbin¢ mezi katalytickou a koenzym-vazajici doménou. Rezidua jsou
lokalizovana ve dvou flexibilnich smyckach ptes §térbinu.

Pfesnd hodnota molekulové hmotnosti pro rajcatovou GSNOR 86 kDa byla

stanovena pomoci MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru. Hodnota Tsp, pfi které je



zachovana 50% pivodni aktivity enzymu po tficeti minutové inkubaci, byla namétena
pii 55 °C. Teplotni optimum reduktasové reakce pti pH 8 bylo stanoveno pii 50 °C
(Kubienova et al., 2013b).

2.2.2 Sekvence

cDNA (1140pb) pro GSNOR v rajceti koduje protein slozeny z 379 aminokyselin
s ptedpokladanou molekulovou hmotnosti 42,5 kDa. SIGSNOR vykazuje 90%
sekvenc¢ni identitu s ostatnimi rostlinnymi GSNOR z Arabidopsis thaliana a Zea mays
(GenBank pfistupova cisla CAAS7973 a CAA71913). Vykazuje také vysokou
homologii se sekvencemi GSNOR u savcu a kvasinek. Ukazalo se, ze s lidskou
(EMBL ptistupové c¢islo M30471) je SIGSNOR identicka ze 67% a s kvasinkovou
(GenBank piistupové ¢islo NM 001180228) se shoduji v61% (Obr. 4)
(Kubienova et al., 2013b).
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Obr. 4: Aminokyselinova sekvence GSNOR. Porovnani sekvenci GSNOR ze dvou rostlin
Solanum  lycopersicum (GU296438), Arabidopsis thaliana (CAA57973),dale Homo sapiens
(M30471) a Saccharomyces cerevisiae (NM_001180228) bylo provedeno pomoci MUSCLE
v3.8 (Edgar et. al., 2004). Identické aminokyseliny jsou oznaéeny ¢erné, podobné $ed¢ (byla
pouzita prahova hodnota 60%). Ctyfi cysteiny (Cys99, Cysl02, Cys105, Cys113) vézajici
strukturni atom zinku jsou oznaceny cervené. Cys177 a Cys47, His69 a Glu70, které se zapojuji
do vazby katalytického zinku, jsou vyznaCeny Zluté. Rezidua zapojena do vazby HMGSH jsou
vybarvena modfe a ta, kterd tvofi tzv. anion-vazajici kapsu, maji barvu fialovou (Pfevzato
z Kubienova et al., 2013Db).
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2.2.3 Substratova specifita a kinetické vlastnosti GSNOR

Struktura aktivniho mista GSNOR je odlisna od klasickych enzymt z rodiny
alkoholdehydrogenas tiidy I. Aktivni misto je podstatné vétsi, s rozsifenym vstupem pro
substrat do vazebné domény, a to z diavodu jeho vétsi vzdalenosti od rezidui 53-59
a 113-120. Vazebné misto je uzpusobeno k vazbe vétsich substrati (GSNO, HMGSH,
alkoholy s dlouhym fetézcem a w-hydroxy-mastné kyseliny). Dulezitou roli pro vazbu
HMGSH a GSNOR hraje kladny naboj Arg 114 (Staab et al., 2009a;
Sanghani et al., 2003b).

GSNOR se specificky ucastni katalyzy oxidace alkoholl s delSim fetézcem,
mezi které patii napf. cinnamylalkohol, farnesol a geraniol, na pfislusné aldehydy. Jako
kofaktor se této reakce ucastni NAD". Z t&chto alkoholéi se mnohem u¢innéji oxiduji
alkoholy s fetézcem delsim nez 4 uhliky (Staab et al., 2009b). Mnohem niZsi
katalytickou aktivitu vykazuje tento enzym u zminénych o-hydroxy-mastnych kyselin
(Achkor et al., 2003). Dalsi reakci, které se udastni kofaktor NAD", je i oxidace jiz
popsaného S-(hydroxymethyl)glutathionu. Dehydrogenasova reakce HMGSH probiha
nejlépe pfi pH 8,0, zatimco oxidace alkoholli probihd nejlépe pii pH 10,0
(Kubienova et al., 2013b).

Nejdulezitéjsim substratem GSNOR je podle poslednich poznatktit GSNO, ktera
probiha nejlépe pii pH 8,0. Katalyticka uc¢innost redukce GSNO je 15-20x vyS$i nez
u oxidace HMGSH.

Hodnota Ky pro GSNO a HMGSH se nachazi v rozmezi 10°-10°. Enzym
vykazuje vyssi reakéni rychlost v reduktasovém rezimu s GSNO. U reakci alkoholi
s dlouhym fetézcem lze vyS§i reakéni rychlosti dosdhnout velmi vysokymi
koncentracemi substratu. U o-hydroxy-mastnych kyselin je reakéni rychlost zavisla na

délce alifatického fetézce (Kubienova et al., 2013b).

2.2.4 Lokalizace GSNOR

GSNOR je lokalizovéana ptfevazné v cytoplazmé, ale byly také objeveny jaderné
a peroxisomalni lokalizace. Pfitomnost GSNOR v jadie miiZze regulovat lokdlni hladinu
GSNOR, a tak chranit geneticky material proti poskozeni zplisobené pomoci NO
(Fernandez et al., 2003; Reumann et al., 2007). V ramci rostliny je tento enzym
lokalizovan ve floémovych podpirnych bunikdch a v xylémovém parenchymu
(Espunya et al., 2006; Rusterucci et al., 2007; Vlot et al., 2008). V experimentech

provadénych na Solanum lycopersicum cv. Amateur bylo ukazano, ze dochazi k vysoké

11



expresi proteinu v reprodukénich organech, coz naznacuje jeho vyznam pro vyvoj kvétu

a tvorbu plodu (Kubienova et al., 2013b).

2.2.5 Aktivita GSNOR béhem vyvoje rostlin

Aktivita GSNOR je nezbytné pro normdlni vyvoj a plodnost rostlin béhem optimalnich
rastovych podminek. V Arabidopsis je tento enzym kodovan pouze jednim genem. Byla
sledovana exprese tohoto genu (At5g43940) v Arabidopsis a ukazalo se, ze enzym je
vyznamné exprimovan ve vSech rostlinnych organech kromé zralého pylu. Analyza
GSNOR proteinu a jeho aktivity pomoci imunolokalizace a histochemie vSak ukézala,
7e je tento enzym rizn¢ exprimovan v zavislosti na organu rostliny. Nejvyssi exprese
byla naméfena v prvni fazi vyvoje, a to v kofenech a listech. U mutanti Arabidopsis,
u kterych byla exprese GSNOR sniZzena nebo zvySena, doSlo k vytvofeni pouze
kratkého kotfene, coz koreluje se sniZenim intraceluldrni trovné GSH a zménou
prostorového rozlozeni kofene. To vSe naznacuje, ze GSNOR také hraje dtlezitou roli
Vv regulaci redoxniho stavu (Espunya et al., 2006).

U desetidennich semenackt Solanum lycopersicum cv. Amateur byla exprese genu
GSNOR nameétfena vyssi v déloznich listcich nez u kofenii. U star§ich rostlin
(30 dni) byla jiz exprese vyssi v kofenech a stonku v porovnani s listy a vzrostnym
vrcholem (Obr. 5.). Exprese se také zvySuje v kvétenstvi, a to predevS§im v pestiku

a ty¢inkach, a béhem vyvoje plodu a jeho zrani.
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Obr. 5: Exprese GSNOR béhem vyvoje rajcete. Profil exprese genu GSNOR vV riznych
organech Solanum lycopersicum cv. Amateur uréena kvantitativni real-time PCR (Pfevzato
z Kubienova et al., 2013b).
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2.2.6 Uloha GSNOR vV reakcich rostlin na stresové podminky

U sazenic slunec¢nice po plsobeni tepelného stresu vysokou teplotou (38 °C po dobu
4 hod.) doslo ke snizeni aktivity GSNOR a exprese jeho genu v hypokotylu a soucasné
byl tento stav doprovazen akumulaci SNO (Chaki et al., 2007). V dasledku toho doslo
ke zvySeni nitrace proteinovych tyrosind, coZ je povazovano za marker nitrosativniho
stresu (Corpas et al., 2007). Z toho vyplynulo, ze GSNOR reguluje hladinu
S-nitrosothiolti, potencidlnich zdroji NO, ktery je nezbytny pravé pro nitraci tyrosini
(Chaki et al., 2007). Na druhou stranu stejnym stresovym podminkam byly vystaveny
sazenice hrachu, ale jejich chovani bylo zcela odlisné. Doslo totiz ke zvyseni aktivity
GSNOR, stejn¢ jako hladiny SNO (Corpas et al., 2007). GSNOR aktivita byla také
studovana u rostlin stresovanych chladem. Sazenice hrachu byly inkubovany 48 hod. pfi
8 °C. Nasledna analyza aktivity GSNOR v listech ukédzala zvySeni ucinnosti o 67% ve
srovnani s kontrolnimi rostlinami. Tento pokus byl také doprovdzen pétinasobnym
zvySenim obsahu SNO oproti kontrole (Corpas et al., 2007). U rostlin pepie
vystavenych nizké teploté (8 °C) po dobu 24 hod. bylo chovani podobné. GSNOR
aktivita vzrostla o 32%, 1 kdyZ obsah SNO se snizil o 50%, ovSem doprovazeny
narGstem hladiny GSH (Airaki et al., 2011). V praci Kubienova et al. byly zkoumany
ucinky teplotniho stresu, at’” vysokou nebo nizkou teplotou, na dvou genotypech
Cucumis a to C. sativus cv. Stela a C. melo a na Pisum sativum cv. Audit. U rostlin
C. sativus cv. Stela stresovanych teplem doslo po étyfech hodinach ke zvySeni aktivity
GSNOR ve stonku a kofenech, po 24 hodinach doSlo k poklesu téméf na hladinu
kontrolnich rostlin. Naopak aktivita v listech stoupala sdobou pisobeni stresu.
U C. melo doslo k rustu aktivity v pribéhu doby pusobeni stresu, a to zejména ve
stonku. U C. sativum cv. Stela rostlin stresovanych chladem doslo ke zvySovani aktivity
GSNOR s nartstem doby plsobeni chladu, pfi¢emz nejvyraznéjsi nartst byl pozorovan
v kofenu. U C. melo a Pisum sativum cv. Audit dochazelo ke zvySeni aktivity po
4 a 24 hod. pusobeni stresu, zatimco po 48 hod. doslo zase k jejimu poklesu
(Kubienova et al., 2014).

U Arabidopsis bylo ukazano, ze GSNOR gen je regulovan mechanickym
poskozenim a kyselinou salicylovou (Diaz et al., 2003). Mechanicky poskozené
hypokotyly slunecnice vykazovaly down-regulaci GSNOR aktivity, ktera je duilezitym
impulzem pro obsah SNO (Chaki et al., 2010). Podobné vysledky byly hlaseny uz diive
u mechanicky poskozenych list tabdku, kdy dvé hodiny po poskozeni doslo ke snizeni

hladiny mRNA i proteinu GSNOR (Diaz et al., 2003). J Jiz vySe uvedené rostliny
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C. sativus cv. Stela, C. melo a P. sativum cv. Audit byly také vystaveny mechanickému
poskozeni stonku nebo listu. Oba dva typy poSkozeni vyvolaly zvySeni aktivity
GSNOR. Poskozeni stonku vyvolalo postupné zvySovani aktivity daného enzymu
vcase, a to ve stonku 1 v kofenu, =zatimco u poskozenych listi
C. sativum cv. Stela doslo po 24 hod. ke snizeni aktivity. VSechny testované organy
P. sativum cv. Audit ukazovaly nardst aktivity po 24 hod. ve srovnani s hodnotami po
4 hod. Vyrazné¢ zmeény v aktivit¢ GSNOR v Case byly pozorovany v poSkozenych
listech C. sativum cv. Stela. Aktivita enzymu v kofenech rostla od 4 hod. do 24 hod.
po poskozeni, ale aktivita v listech rostla pouze do 4 hod po poSkozeni a po 24 hod.
se snizovala téméf az na kontrolni hodnoty (Kubienova et al., 2014).

U rostlin hrachu byl oxida¢ni stres vyvolan béhem péstovani pfidanim 50 pmol
kadmia. Pfi analyze se zjistilo, Ze doSlo k 31% sniZeni jak GSNOR aktivity, tak
i exprese transkriptu. To vSe bylo navic jest¢ doprovazeno snizenym obsahem SNO,
GSH a GSNO (Barroso et al., 2006). Na druhou stranu u semenackt Arabidopsis, které
byly péstovany v pfitomnosti 0,5 mM arsenu, sice doSlo k vyznamnému zkraceni
kofend, ale aktivita GSNOR naopak vzrostla soucasné¢ i shladinou NO
(Leterrier et al., 2011).

Byl také studovan vliv svétla na aktivitu GSNOR u rostlin. Rostliny hrachu byly
péstovany za normalnich svételnych podminek, pouze ve tm¢ a rostliny kultivované
ve tmé a nasledné prenesené na svétlo. U vSech testovanych rostlin nedoSlo k Zadné
zmeéné aktivity v kofenech a postupné dochazelo k jejimu poklesu v pribéhu
experimentu nezavisle na svételnych podminkach. Na druhou stranu velky vliv svétla na
aktivitu GSNOR byl pozorovan u hypokotylu. U rostlin péstovanych pouze ve tmé
doslo k vyznamnému sniZeni U€innosti enzymu v porovnani s rostlinami péstovanymi
na svétle. Po pfechodu rostlin péstovanych ve tmé na svétlo doslo k pomalému narastu
aktivity GSNOR v hypokotylu, nartst vsak nebyl nijak vyrazny. AZ po 168 hod, kdy jiz
rostliny byly kultivovany pii 12 hod svételné period€, doSlo k vyraznému zvySeni
aktivity ve srovnani s rostlinami, které nadale rostly ve tmé (Kubienova et al., 2014).

Mutace genu AtGSNOR1 u A. thaliana moduluje hladinu tvorby bunétného SNO,
ktery reguluje razné formy odolnosti va¢i onemocnéni rostlin. Transgenni
A. thaliana se snizenym mnozstvi GSNOR vykazuje vyssi rezistenci proti patogenu
Peronospora parasitica, ktery ziejm¢ koreluje s vyssimi hladinami intracelularnich
SNO (Rustérucci et al., 2007, Hong et al., 2008). U kultivaru slune¢nice odolného vici
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Plasmopara halstedii byla inverzni korekce mezi GSNOR aktivitou a distribuci hladiny
GSNO nalezena v infikovaném hypokotylu (Leterrier et al., 2011).

2.3 Dalsi enzymy katabolismu S-nitrosothioli

2.3.1 Thioredoxin

Thioredoxin (Trx), thioredoxinreduktasa (TrxR, EC 1.8.1.9) a NADPH tvofi
thioredoxinovy systém. Thoredoxinreduktasa je specificky dimerni 70 kDa flavoprotein,
vyskytujici se u bakterii, rostlin a hub, ktery obsahuje redoxni aktivni misto pro
disulfid/dithiol. U vyssich eukaryot je thioredoxinreduktasa vétsi (112-130 kDa) a jedna
se 0 selen-dependentni dimerni flavoprotein s Sirokou substratovou specifitou. Vsechny
savéi TrxR jsou homologni ke glutathionreduktasam a obsahuji konzervativni
C-koncové prodlouzeni obsahujici sekvenci cystein-selenocystein, ktera tvoii aktivni
misto pro selenenylsulfid/selenothiol. (Arnér a Holmgren, 2000).

Trx a TrxR jsou zapojeny do dulezitych bunécnych procesti a maji klicovou roli
v ochrané pied oxidativnim stresem. (Lillig et al., 2007). Bylo dokazano, ze Trx
Vv bunikéch s vysokou koncentraci NO donorli byl schopen zvratit jejich inhibi¢ni G€inky
na protein (Nikitovic et al., 1998; Kahlos et al., 2003; Zhang et al., 1998). Trx/TrxR je
také schopen ptimo rozdélit GSNO in vitro (Nikitovic et al., 1996).

Ve vSech organismech obsahuji Trx proteiny konzervativni sekvenci
Cys-Gly-Pro-Cys aktivniho mista, které je nezbytné pro funkci enzymu jako
disulfidoxidoreduktasy (Obr. 6.; Lillig et al., 2007). Prvni prace o mechanismu rozkladu
SNO zprostfedkovaného Trx uvadély, Ze Trx nebo TrxR mohou podporovat rozklad
GSNO, ktery je doprovazen snizenim NO (Nikitovic et al., 1996). Dalsi studie dokazuji,
ze spise Trx protein interaguje piimo s SNO (Stoyanovsky et al., 2005). Produktem této
navrhované reakce je spise nitroxyl (HNO) nez samotny NO (Arnelle et al., 1995).
Nejnovéjsi poznatky naznacuji, ze by denitrosylace mohla probihat ptes disulfidovy
meziprodukt vytvofeny ze substratu a Trx (Benhar et al., 2008) nebo alternativné

prostfednictvim pfevodu NO skupiny (Stoyanovsky et al., 2005).
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Obr. 6: Biochemicky mechanismus proteinové denitrosylace. Existuji dva reakéni mechanismy
denitrosylace v pfitomnosti Trx. Prvni mechanismus vytvofi intramolekularni disulfidovy
meziprodukt a druhy je pomoci transnitrosylace. Sterické efekty a geometrie nitrosothioli
napomahaji urcit mechanismus, ktery bude u daného nitrosothiolu prevladat (pievzato
z Benhar et al., 2009).

2.3.2 Protein disulfidisomerasa

Protein disulfidisomerasa (PDI, EC 5.3.4.1) je oxidoreduktasa pattici do rodiny Trx.
Jedna se o 55 kDa multifunkéni protein v endoplasmatickém retikulu, ktery se podili na
skladani proteini obsahujici disulfid (Freedman et al., 1994). Katalyzuje tvorbu,
pteskupeni a rozbiti disulfidové vazby, kterd je Casto krokem, ktery omezuje rychlost
slozeni nové vzniklého proteinu (Givol et al., 1965; Creighton et al., 1993;
Creighton et al., 1995; Darby et al., 1994). Dale PDI také tvoii podjednotku dvou
oligomernich proteind, prolyl-4-hydroxylasa (Pihlajaniemi et al., 1987) a mikrosomalni
triglycerid-transferovy protein (Gordon et al 1995 a Lamberg et al 1996).

Na povrchu bunék podporuje PDI ptenos NO z extracelularnich SNO
na intracelularni thioly, coz naznacuje, Zze PDI je nezbytny pro pienos NO bioaktivity
z extracelularniho prostiedi do cytosolu (Zai et al., 1999). Nicmén¢ zistava nejasné, zda
je tento ptenos zprosttedkovan piimo PDI, nebo alternativnim membranovym
proteinem, ktery je modifikovan PDI. In vitro vsak bylo dokazano, ze PDI rozklada
GSNO (Sliskovic et al., 2005). Tato reakce pravdépodobné zahrnuje pienos NO*
k jednomu vicinalnimu thiolu aktivniho mista PDI podjednotky, nasledované tvorbou

nitroxyl-disulfidového meziproduktu a vyslednym produktem je oxidovana PDI a NO.

2.3.3 Karbonylreduktasa

Karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184) patii do rodiny dehydrogenas a reduktas s kratkym
fetézcem, které jsou znamé jako aldo-keto reduktasy. Jsou to NADPH-dependentni
cytosolické enzymy se Sirokou substratovou specifitou pro mnoho endogennich

a xenobiotickych karbonylt.
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Lidska karbonylreduktasa 1 efektivné redukuje GSNO in vitro pomoci mechanismu,
ktery je podobny tomu u NADH-dependentni GSNOR. Pravdépodobné se podili na
30% NADPH-dependentni GSNO reduktasové aktivity u A459 bun¢k adenokarcinomu
plic (Bateman et al., 2008).

2.3.4 Xanthinoxidasa

Xanthinoxidasa (XOD, EC 1.17.3.2) je flavin obsahujici enzym, ktery se vyskytuje
u riznych druhtt a ve vSech Zivoéisnych tkanich. Jedna se o velky 270 kDa protein
obsahujici dvé flavinové molekuly navdzané jako FAD, dale dva atomy molybdenu,
které tvofi aktivni mista enzymu, a osm atomu zeleza, které¢ spolecné se sirou vytvari
[2Fe-2S] klastry. XOD katalyzuje oxidativni hydroxylaci purinovych substrati ve svém
molybdenovém centru. Tyto reakce generuji reaktivni formy kysliku: superoxidovy
radikal (O"), nebo peroxid vodiku.

Cys-NO a GSNO jsou pomoci XOD rozkladany za ptitomnosti purinového substratu.
Za aerobnich podminek pouziva XOD jako donory elektroni Cys-NO, nebo v ptipadé
jeho sniZzeni GSNO a kyslik. Touto reakci by mohl vznikat peroxynitrit, vzhledem
k reakci O, s NO (Trujillo et al., 1998). Vysoké hodnoty Ky pro SNO naznacuji, ze
tato reakce by musela byt rozlozena na menSi ¢asti, aby byla za fyziologickych

podminek mozna.

2.3.5 Superoxiddismutasa
Forma superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) bohat¢ na méd’ a zinek katalyzuje
intracelularni i extracelularni pfeménu O, na peroxid vodiku a O,. Jde o 63 kDa
dimerni metaloprotein obsahujici dva atomy médi a zinku v kazdé podjednotce.

Zn/Cu SOD muze byt schopna katalyzovat rozklad GSNO a Cys-NO za vzniku
volného NO. Okado-Matsumoto a Fridovich ptipisuji denitrosylacni u€¢inek SOD médi.
Dokonce se predpokladalo, ze SOD muze katalyzovat S-nitrosylacni reakce zahrnujici

ptedevsim hemoglobin (Romeo et al., 2003)

2.3.6 Glutathionperoxidasa
Sav¢i glutathionperoxidasa (GPX 1, EC 1.11.1.9) je homotetramerni enzym obsahujici
selen, ktery chrani buniku pfed oxidativnim poskozenim prostiednictvim snizovani
peroxidii.

In vitro je GPX 1 schopna katalyzovat redukci GSNO, a to i v nepfitomnosti thiolt,

které by mohly odrazet SNO-lyasovou aktivitu selenocysteinu (Hou et al., 1996), coz je
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v souladu se schopnosti enzymu potencovat inhibici funkce krevnich desti¢ek pomoci
SNO (Freedman et al., 1995).

2.3.7 y-Glutamyltranspeptidasa

v-Glutamyltranspeptidasa (GGT, EC 2.3.2.2) je heterodimetrni glykoprotein, ktery je
ukotven na povrchu cytoplasmatické membrany rostlin i zivo€ichii. GGT katalyzuje
transfer y-glutamové skupiny z darce (glutathionu) za vzniku meziproduktu acyl-enzym,
ktery dale reaguje s akceptorovym substratem obsahujici volnou aminoskupinu za
vzniku  nové  y-glutamyl-isopeptidové ~ vazby a  regenerace  enzymu
(Keillor et al., 2005).

Byla studovana kinetika GGT v pfitomnosti GSNO jako substratu a glycin-glycinu
jako akceptoru. GGT je schopen hydrolyzovat y-glutamylovou ¢ast GSNO, ¢imzZ se
ziskal S-nitrosocysteinyl-glycin (CGNO) a y-glutamyl-GG. Nastal ovSem problém pfi
spektrofotometrickém meéteni, kdy GSNO 1 CGNO absorbovaly pii stejné vinové délce
334 nm. Reakce (2) je velmi rychla oproti reakci (1), a tak bylo mozno pozorovat pokles
absorbance (Angeli et al., 2009):

GGT
GSNO + GG —> CGNO +v-GIuGG 1)
CuSO,
CGNO —* NO + CG 2

Hogg et al. demonstrovali, ze GGT stimuluje uvolnéni NO z GSNO
Vv ptitomnosti pfechodného kovu (Hogg et al., 1997). Enzymaticky mechanismus vSak
nevedl k uvolnéni NO v pfitomnosti chelataéniho ¢inidla v reakénim médiu. To lze
vysvétli rozdilnou stabilitou GSNO ve srovnani s CGNO vici katalytickému rozkladu
Cu ionty. Rozklad CGNO pomoci Cu (II) je velmi rychly, vrozmezi 5 s, zatimco
rozklad GSNO je o 3-4 tady pomalejsi (Noble et al., 2000).

2.4 Solanum lycopersicum cv Micro-Tom

Kultivar Micro-Tom vznikl kiizenim dvou kultivart rajcat Florida Basket a Ohio 4013-
3. Projevuje se trpasli¢im fenotypem s malymi, Cervené zrajicimi plody (Obr. 7;
Marti et al., 2006). Jeho maly vzrust, kratky Zivotni cyklus (70-90 dni), maly genom
(350Mpb) a tim padem snadnd transformace jsou hlavnimi divody, pro¢ byl Micro-

Tom navrZzen jako novy rostlinny modelovy organismus pro studium regulace
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a vyvoje Cervenych bobulovitych plodi (Meissner et al., 1997; Eyal a Levy, 2002).

Micro-Tom je také schopen rist p¥i vysoké hustoté vice nez 1300 rostlin/m?.

Obr. 7: Porovnani fenotypu ruznych kultivard rajcete. (A) celé rostliny v obdobi kveteni
(2 mésice star¢), (B) paty list ze stonku. MT — Micro-Tom, A - Ailsa Craig, R - Rutgers, a U -
UC-82 (ptevzato z Marti. et al., 2006).

Nejprve se predpokladalo, ze trpasli¢i fenotyp Micro-Tomu je zplsoben
mutacemi dvou hlavnich recesivnich gent: ,,dwarf (D)“ a ,miniature (MNT)“
(Meissner et al.,, 1997). Nasledné alelové testy potvrdily mutaci D genu
(Lima et al., 2004). UrcCeny fenotyp Micro-Tom také odpovida mutaci v genu
,,self-pruning (SP)“.

SP patii do rodiny CETS regulac¢nich gend, které koduji 23 kDa modulatorové
proteiny, které urcuji potencidl pro kontinualni rtst vyhonkt apikalniho meristému
(Pnueli et al., 2001). U SP genu doslo k zaméné T za C v poloze 227, coz mélo za
nasledek zménu prolinu za leucin v pozici 76 (Pnueli et al., 1998).

Dwarf gen byl izolovan transpozonnim znackovanim (Bishop et al., 1996). Ukazalo
se, ze koduje protein P450, ktery se podili na katalyze C-6 oxidace
6-deoxocastasteronu na castasteron v syntéze brassinosteroidi (Bishop et al., 1999).
U rajcat se D gen vyskytuje ve vSech organech, predevSim pak ve vegetativnich
a reprodukénich pletivech béhem vyvoje (Montoya et al., 2005). Rizné d mutace se
prezentuji jako riizné stupné¢ zakrslosti, vrascitosti listl a fenotyp s tmavé zelenymi listy
(Nadhzimov et al., 1988; Bishop, 2003). Ukazalo se, Ze kultivar Micro-Tom je
deficientni v biosyntéze BR pravé z divodu mutace v D genu. Mutace D genu obsahuje
zménu baze 39 AG v konsensudlni oblasti intronu 8, kterd vede k nespravnému sestiihu
a produkeci transkripti o 8 a 14 bazi kratSich nez ptivodni wild typ. Tyto transkripty maji

piedcasné stop kodony. Ty mohou produkovat peptidy, které maji o 23 a 26 méné
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aminokyselin nez wild typ. Protoze je pravdépodobné, ze vSechny tfi domény proteinu
P450 (Bishop et al., 1996) nejsou nijak ovlivnény, nedochazi ke snizeni funkce enzymu

a je tedy generovan pouze slab¢ odlisny fenotyp.

2.4.1 Odolnost Micro-Tom na biotické a abiotické stresy

U rajcat jiz bylo popsano kolem 60 vaznych onemocnéni a vice nez 110 patogennich
druhti v¢etné rostlinnych patogennich hub, bakterii a vird (Jones et al. 1991; Kenneth
2001). Puvodci nejcastéjsich plisnovych onemocnéni rajcat jsou Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Botryotinia fuckeliana, Phytophthora infestans,
Oidiopsis sicula, Sclerotinia sclerotiorum, Athelia rolfsii, Corynespora cassiicola.
Dalsimi pivodci zavaznych onemocnéni rajcéat jsou bakterie Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas syringae pv. tomato a Agrobacterium tumefaciens. Kromé toho
mozaikové onemocnéni u rajéat (bud’ s nekrézou nebo bez ni) je vyvolané virem
rajcatové mozaiky (ToMV), virem okurkové mozaiky (CMV), bramborovym virem X
(PVX), virem aspermie rajcete (TAV) a virem bronzovitosti rajcete (TSWV). Celkem
byla u kultivaru Micro-Tom testovana odolnost viéi 8 houbovym patogentim
(Alternaria alternata f. sp. lycopersici, Athelia rolfsii, Botryotinia fuckeliana,
Corynespora cassiicola, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici kmen 1, Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici kmen 2, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici kmen 3,
Oidium sp., Phytophthora infestans, Sclerotinia sclerotiorum), 5 bakteriim (Ralstonia
solanacearum, Agrobacterium tumefaciens biovar 1, Agrobacterium tumefaciens biovar
2, Pseudomonas syringae pv. tomato kmen 0DC3000, Pseudomonas syringae pv. tabaci
izolat 6605, Pseudomonas syringae pv. glycinea kmen 4) a 3 viram (virus rajcatové
mozaiky, virus okurkové mozaiky a virus aspermie rajéete). Infekce houbovymi
patogeny byla potvrzena vyvojem symptomi, tvorbou spOr a ristem myecelia.
Bakteridlni infekce byly dokéazéany meétfenim mnozstvi bakterii
v symptomatickych rostlindich a akumulace vird byla analyzovdna imunologicky.
Vysledky testii ukazaly, Zze Micro-Tom je dobrou hostitelskou rostlinou, protoze pét
z osmi houbovych patogentll, pét bakterii a vSechny tfi viry byly pro tento kultivar
patogenni. Na druhé strané¢ Micro-Tom vykazoval hypersenzitivni odolnost proti
Corynespora cassiicola s tvorbou mistni nekrotické 1éze a nehostitelskou odolnost proti
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum a vuci alespon dvéma kmenim

Pseudomonas syringae. Z vysledku také vyplyva, ze se kultivar Micro-Tom mize
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pouzivat jako vynikajici model hostitelské rostliny pro studium mechanismu, které
probihaji na pozadi interakci mezi rostlinou a patogenem (Takahashi et al., 2005).
Gonzalez et al. provedli studii na kultivarech rajcat Micro-Tom a Minitomato
V odolnosti jejich plodi vic¢i poskozeni chladem. Plody byly sklizeny v zelené fazi
a skladovany ¢tyfi tydny pii 4 °C. U kultivaru Minitomato se po ¢tyfech dnech zacaly
rozvijet ptiznaky chladového poskozeni, na konci pokusu pouze 10% plodi zEervenalo
a 75% ploda se zhors$ilo nebo shnilo. Na druhou stranu u kultivaru Micro-Tom 88%
plodi z¢ervenalo a zbytek nedosahl Gplné ¢ervené barvy (Obr. 8). Ukazalo se tedy, ze
plody Micro-Tomu jsou na rozdil od jinych odrad rajéat tolerantni k chladu

aplikovanému po sklizni (Gonzalez et al., 2015).

Micro-Tom Minitomato

=8
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Obr. 8: Poskliziiové zchlazeni plodu rajcat Micro-Tom a Minitomato. Plody byly sklizeny
Vv zeleném stavu (a, f), skladovany po dobu Ctyt tydnti pti 4 °C (d, i) a poté se nechaly dozrat pfi
25 °C. Micro-Tom dozral do Cervené barvy (e), zatimco Minitomato vykazovalo poSkozeni
chladem (j). Jako kontrola byly pouzity plody zrajici na rostlin€ (b, g) a plody zrajici mimo
rostlinu v inkubatoru (c, h) (pfevzato z Gonzalez et al., 2015).

.,

.i

V praci Knight et al. (1992) studovali salinitni stres u hydroponicky péstovanych
rostlin Micro-Tom. Uvadi, Ze v listech doslo ke zvySeni Na* a sniZeni Ca®" obsahu
se zvySujici se koncentraci NaCl v Zivném roztoku. Zjistilo se, ze zvySujici se
koncentrace NaCl postupn& zpiisobuje vytlateni Ca?* z bun&&né membrany a naruiuje
tak membranovou koncentraci vapniku (Cabanero et al., 2006). Vliv salinitniho stresu
byl také studovan v zavislosti na rtiznych svételnych podminkach: ve tmé, pti vysokém
osvétleni (595 + 2 umol.m'z.s'l) a pi1 nizkém osvétleni (223 £ 12 umol.mfz.sfl) na vyvoj

plodl péstovanych in vivo na hydroponicky péstovanych rostlinach a na in vitro plodech
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v tkanovych kulturach. VétSina ovoce v in vitro podminkach zrala normalné i za
salinitniho stresu a riznych svételnych podminek. Pomér rustu se snizil u rostlin
stresovanych vysokou koncentraci soli pfi nizké i vysoké intenzité osvétleni. Nicméné
se vyrazn¢ neliSil mezi danymi svételnymi podminkami. Procento suSiny bylo vyssi
Vv in vitro plodech pfi nizkém a i vysokém ozafeni oproti kontrolam, zatimco u ploda
péstovanych ve tmé nedoslo k zddné zmén¢. Podobné na tom byly vysledky i u in vivo
pestovanych plodi. Kromé toho proporcionalni zvySeni procenta suSiny indukované
salinitnim stresem bylo 1,2 - 1,3 krat vyss§i nez u kontrol pro oba typy péstovanych
plodii (Zushi et al.,2014). V ramci této studie byl také zkouman vliv salinitniho stresu
a svételnych podminek na obsah kyseliny askorbové (ASA) a antioxidacnich systéml,
které souvisi s ASA, V plodech rajéete Micro-Tom. Plody byly péstovany v tkdnovych
kulturach a pro porovnani byla jesté péstovana rajéata hydroponicky. Ta byla stresovana
100 mM NaCl v zivném roztoku. Plody byly také péstovany pii ruznych svételnych
podminkéach a sbirany zralé (Cervené). Soli indukované zmény v koncentraci ASA byly
zavislé na vysoké intenzité svétla takze, Cistd akumulace ASA byla sniZena salinitnim
stresem za vysokého osvétleni jak u ploda kultivovanych in vivo tak in vitro. Zatimco
u plodi péstovanych ve tmé& nebo u in vitro plodt péstovanych pii nizkém osvétleni
k Zadné takovéto zméné nedoslo. Vyssi aktivity antioxida¢nich enzymu, jako jsou
askorbatperoxidasa, dehydroaskorbétreduktasa a katalasa, byly stanoveny pouze u plodi
péstovanych pii vysokém osvétleni.

Rostliny Micro-Tom byly také podrobeny stresu zptsobeného aplikaci tézkého
kovu. Semenacky po vyvoji prvnich opravdovych listli byly ptesazeny do kvétinaci
s piskem a byly oSetfovany roztoky obsahujicimi olovo (5 a 10 mg PbAc,/kg zeminy),
které byly aplikovany dvakrat tydné. V dobé kveteni a dozrani plodi byly sklizeny listy
pro dalsi analyzu. U rostlin pod Pb-stresem byl vidét snizeny rast (Obr. 9) a po
35 dnech riistu se na listech zaCaly objevovat chlordza a nekrotické 1éze, coz dokazuje
zménu ve vstiebavani minerdlnich latek a fotosyntéze. Rostliny oSetfené vyssi

koncentraci olova ztratily béhem 35 dnd vSechny listy a mély znacn€ sniZzeny rast

(Pérez et al., 2013).
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Obr. 9: Rist rostlin za podminek s riznym obsahem olova. (A) kontrolni rostlina bez Pb-stresu,
(B) desetidenni semenacky osetfené 5 mg (vlevo) a 10 mg (vpravo) PbAc2/ kg zeminy, (C) 35-
denni rostlina oSetfovana 5 mg PbAc2/ kg zeminy, (D) 35-denni rostlina oSetfena
10 mg PbAc2/ kg zeminy (ptevzato z Pérez et al., 2013).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie); centrifuga 6K15 (Sigma, Némecko);
digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni predvazky (KERN,
Némecko); dokumentacni zafizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA);
elektroforeticky systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko); laminarni box (Schoeller, CR);
magneticka michacka (IKA, Némecko); mikrodestickovy reader Synergy HT (Bio-Tek,
USA), chemiluminiscen¢ni scanner (LI-COR; UK), termostat (Grant, UK); tfepacka
VXR basic (IKA, Némecko); vortex (Stuart, UK); zdroj pro elektroforézu PowerPac
300 (Bio-Rad, USA), PCR termocykler (Eppendorf, Némecko), piistroj CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

Blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); kolonky PD-10 (GE Healthcare, USA);
mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); nitrocelulosovd membrana 0,45 pum
(Bio-Rad, USA).

3.1.2 Chemikalie

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

AppliChem (Némecko): susené nizkotu¢né mléko.

Axon Medchem (Nizozemsko): N6022

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R-250, proteinovy standard Precision Plus
ProteinMT Duo Extra, Turbo blot buffer.

Duchefa Biochemie (Nizozemsko): Murashige a Skoog medium (MS médium),
kanamycin

Fluka  (Svycarsko): TEMED  (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin),  tris(2-
karboxyethyl)fosfin,

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny, aceton; diethylether; formaldehyd;
hydroxid sodny, hydroxid draselny; methanol, kyselina chlorovodikova
Machery-Nagel: NucleoSpin RNA Plant, DNAsa

Merck (Némecko): Ponceau S.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.
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Penta (Ceska republika): etanol

Roche (Svycarsko): Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesys Kit

Sigma-Aldrich (USA): akrylamid; dihydrogenfosfore¢nan draselny;
dihydrogenfosfore¢nan sodny; dithiotreitol; dusitan sodny; dodecylsulfat sodny; glycin;
glycerol; hovézi sérovy albumin; hydrogenfosfore¢nan draselny dihydrat;
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat; merkaptoethanol; roztok NBT-BCIP;
N, N'-methylenbisakrylamid; N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin; persiran amonny;
sekundarni kozi protilatka na krali¢i imunoglobuliny znacena alkalickou fosfatasou;
Tween-20, butanol, geraniol, imidazol, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid, lysozym,
nikotinamidadenindinukleotid redukovany (NADH), nikotinamidadenindinukleotid
oxidovany (NAD"), askorbat, Tris-HCI, oxidovany glutathion, EDTA Na*, katalasa,
bromfenolova modf, S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin, Diethylamin, inhibitor
proteas, streptomycin

Thermo Scientific (USA): B-PER (bakterialni proteinové extrakéni ¢inidlo), SYBER
Green.

Top-Bio (Ceska republika): DNAsa, RNAsa

Primarni polyklonalni protilatka na-GSNOR ze Solanum lycopersicum: Primarni
protilatka pfipravena s vyuzitim rekombinantniho proteinu GSNOR ze Solanum
lycopersicum  cv.  Amateur byla poskytnuta Dr. Lucii  Cindalovou
(Kubienova et al., 2013).

Rekombinantni protein  GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur:

rekombinantni E. coli byla poskytnuta Dr. Lucii Cinéalovou.

3.2 Biologicky material

3.2.1 Solanum lycopersicum cv Micro-Tom

Pro experimenty k vyvojové studii byly pouzity vegetativni organy rajcete Micro-Tom
15 a 30 dni staré, rozmnozovaci organy byly odebirany po 105 dnech, po vyzrani ploda
(Obr. 10).

Pro studovani vlivu teplotniho stresu na aktivitu GSNOR v listech rajcete cv.

Micro-Tom byly pouzity rostliny staré 10 tydnt.
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Obr. 10: Vyvojova stadia rajéete Micro-Tom. (A): 15-denni rostliny, (B): 8 tydenni rostlina.

€ TN

3.3 Experimentilni metody

3.3.1 proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum a Arabidopsis thaliana

Do 100ml Erlenmayerovych ban¢k bylo ptfidano 20 ml Luria/Bertani média (LB)
(slozeni: trypton (10 g-1™"), chlorid sodny (10 g1™%), kvasniény extrakt (5 g1™);
pH 7 £ 0,2), nasledné byl ptidan 1 ml 20% glukosy a 50 pl streptomycinu (50 pg/ml).
Do takto pfipraveného média bylo pfidano 5 pl bunétné suspenze transformované
E. coli. Prekultura se nechala inkubovat pies noc pii 37°C na tfepacce (200 rpm).

Druhy den byla prekultura centrifugovana pii 4 000 g po dobu Smin pii 20°C. Pelet
usazeny na dné se po odliti supernatantu resuspendoval v 10 ml LB média
s antibiotikem streptomycinem (50 pg.ml™). Resuspendované bakterie byly pielity do
sterilni Erlenmayerovy baiky obsahujici 190 ml LB média obsahujici streptomycin
(50 ug.ml'l) a inkubovany 90 min. Béhem inkubace byla métena optickd hustota
(ODggo) kultury pii 600nm. Pfi dosazeni hodnoty 0,5-0,6 bylo ke kultute pfidano 200 pl
0,5 M isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG). Indukce exprese rekombinantniho
proteinu po piidavku IPTG probihala ptes noc pii 20°C za mirného ttepani (200rpm).

Nasledujici den byla kultura centrifugovana pii 4000 g 20 min pii 20 °C. Pelet byl
resuspendovan v 40 ml 0,9% NaCl na vortexu a znova centrifugovan pii 4000 g
10 min pfi 4 °C. Bakterialni pelet byl resuspendovan v 3 ml lyza¢niho pufru (Tab 1)
a vortexovan. Nasledné bylo pfidano 2,5 ml komer¢niho roztoku B-PER a znovu
vortexovano. Po promichani nasledovala 10 min inkubace pfi laboratorni teploté. Dale
bylo piidano 300 pl zasobniho roztoku lysozymu (50 mg.ml™), po promichani na
vortexu se smés nechala inkubovat 30-60 min pfi laboratorni teploté. Dostatecna lyze
bun¢k se projevila gelovaténim roztoku. Poté byly pifidiny 4 ml vody a opét

nasledovalo promichani na vortexu, po kterém se ke vzorku ptidalo 20 pl zasobniho
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roztoku RNAsy (10 pg.ml™), 10 ul zasobniho roztoku DNAsyl (10 U.ul), promichani
se provedlo pouze opakovanym (5x) otoCenim zkumavky. Vysledna preparat byl
inkubovan 30 min pfi 37 °C na vodni lazni. Nakonec bylo pfidanol,2 ml 1M NacCl
a 1,3 ml 50% glycerolu, a prepardt byl centrifugovan 30 min na 12000 g pii 4°C.
Supernatant byl pfenesen do nové plastové zkumavky.

Purifikace rekombinantniho proteinu byla provedena na kolonkach Cobalt Spin
Column. Nejprve byly kolonky promyty 3x 5 ml ekvilibra¢niho pufru (Tab 2)
a centrifugovany 1 min pii 500 g. Na ekvilibrovanou kolonku byl nanesen supernatant
z extrakce, nasledn¢ byla kolonka se supernatantem inkubovana 60 min na rotatoru pfi
4°C. Nasledovala centrifugace Imin pii 500 g. Kolonka pak byla promyta 3x 5mi
ekvilibraéniho pufru. Nasledovala eluce 3 ml elu¢niho pufru (Tab. 3), se kterym byla
kolonka inkubovana 30 min na rotatoru pii 4°C. Po centrifugaci (1min pii 500 g) byl
odebran supernatant (frakce 1), znova byly naneseny 3 ml elu¢niho pufru a kolonka byla
opét inkubovéana 30min na rotatoru pii 4°C. Naslednou centrifugaci vznikla frakce 2.

U obou frakci byla nasledné provedena dialyza na vyménu pufri.

Tab. 1: Slozeni lyza¢niho pufru

celkovy objem 3 ml

50 mM Tris HCI, pH 8 1,25 ml 400 mM (zasobni roztok)
10 mM MgCl, 250 pl 400 mM (zasobni roztok)
inhibitor proteas (PMSF) 250 wl

\Voda 1,25 ml

Tab.2 :Slozeni ekvilibra¢niho pufru

vysledna koncentrace

Tris HCI, pH 8 20 mM
NaCl 100 mM
imidazol 250 mM
glycerol 5%

Tab. 3: Slozeni elu¢niho pufru

vysledna koncentrace

Tris HCI, pH 8 20mM
NaCl 100 mM
imidazol 10 mM
glycerol 5%
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3.3.2 Extrakce a purifikace rostlinného materialu

Z rostlinného materidlu byly pfipraveny extrakty homogenizaci v tekutém dusiku.
K homogenizovanému materidlu byl ptidan extrak¢ni pufr (50 mM Tris, 0,1 mM EDTA
Na®, 0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF) v poméru 2 ml extrakéniho
pufru na 1 g rostlinného materialu). Homogenat byl centrifugovan 20 min pti 16000 g
a 4 °C. Supernatant byl nasledné piecistén na kolonce NAP-10. Pomoci 3 x 2,5 ml
10 mM Na-Pi, pH 6,8, byla kolonka ekvilibrovana. Nasledné po vsaknuti pufru byl
nanesen 0,5 ml extraktu, po vsaknuti byl enzym eluovan 1 ml 50mM K-Pi, pH 7,8. Byl
jiman 1 ml eluatu. Po ukonceni separace byla kolonka promyta deionizovanou vodou

(Corpas et al., 2008).

3.3.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

Aktivita GSNOR byla stanovena pomoci Warburgova optického testu. Tento test je
zalozen na zméné absorbance pii redoxni pieméné koenzymu NAD'/NADH pti 340 nm
(e = 6200 I-mol™-cm™).

Aktivita GSNOR byla métena spektrofotometricky pti 340 nm a pii 30 °C.
Me¢fteni bylo provedeno na 96-jamkovych mikrodestickach. Do jednotlivych jamek bylo
naneseno 225 ul reakéniho pufru (20 mM Tris, pH 8, 0,5 mM EDTA Na+), 15 ul
extraktu, 30 ul 20 mM NADH. Reakce byla startovana ptidavkem 30 pl 4 mM GSNO.
V ptipadé blanku bylo GSNO nahrazeno 30 pl deionizované vody.

U méfeni reduktasové aktivity rekombinantniho proteinu GSNOR bylo do kazdé
jamky pipetovano 60 pl reakéniho pufru (20mM Tris HCL, pH 8), 20 ul 2mM NADH,
20 pl 4mM NADH a 100 pl natedéného enzymu (2 pl enzymu v 1000 pl reakéniho
pufru). U méfeni dehydrogenasové reakce bylo do jednotlivych jamek naneseno 40 pl
Na-fosfatového pufru (0,1 M, pH 8), 30 ul 16 mM NAD", 30 pl 10mM HMGSH
a 100 pl natedéného enzymu (2 pl enzymu v 1000 pl reakéniho pufru).

Piiprava S-nitrosoglutathionu

S-nitrosoglutathion byl pfipraven podle prace Moora a Mani, 2002. Navazka 614 mg
glutathionu (GSH, 2 mmol, MW = 307,3) byla rozpusténa v 3 ml 0,5 M HCI
a vychlazena na ledové lazni. Navazka 138 mg NaNO; (2 mmol, MW = 69) byla za
stalého michéani pfidana k roztoku GSH. Reak¢ni smés se ponechala 40 min na ledové
lazni. Vznikld Cervena srazenina byla odsdta na filtratnim papife na Biichnerové
nalevce. Srazenina byla dale promyta 2x 10 ml ledové vychlazené deionizované H,0O,

2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu, 2x 10 ml ledové vychlazené¢ho diethyletheru.
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Odsata srazenina byla seskrabana z filtracniho papiru na alobal a nechala se 30 min susit
ve tmé v exikatoru. Vysuseny produkt se ihned zamrazil a uschovaval pii -20 °C.
P#iprava S-nitrosocysteinu

Pro piipravu S-nitrosocysteinu bylo rozpusténo 62 mg L-cysteinu v 5 ml vychlazené
100 mM HCI. Ke smési bylo dale ptidano 30mg NaNO,. Vse bylo michdno na ledu a ve
tmé. Vyslednym produktem byl 100 mM S-nitrosocystein, ktery byl ve tmé a na ledu

stabilni po dobu dvou hodin.

3.3.4 Stanoveni proteini

Stanoveni obsahu proteinii metodou Bradfordové

Do jednotlivych jamek 96-jamkové desticky bylo naneseno 45 pl deionizované vody,
5 pl standardu BSA nebo extraktu, 200 pl pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové.
Desticka byla inkubovana 5 min. Néasledné byla zméfena absorbance pti 595 nm. Jako
standard byl pouZit hovézi sérovy albumin v rozmezi 0 - 1,5 mg.ml™.

Cinidla pro stanoveni a barveni proteini:

Cinidlo Bradfordové: zasobni roztok Coomasie Blue byl nafedén deionizovanou vodou
v poméru 1:4.

Zasobni roztok Coomasie Blue: 50 mg Coomassie Blue G250 bylo rozpusténo v 25 ml
methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné. Vznikly roztok byl doplnén do 100 ml
deionizovanou vodou.

Piimé spektrofotometrické stanoveni

U stanoveni obsahu rekombinantniho proteinu v eluatu bylo pouzZito pifimé
spektrofotometrické stanoveni proteinti v UV oblasti. Vzorek byl méfen pii 280 nm

a 260 nm (absorbuji nukleové kyseliny) a hodnoty byly od sebe odecteny.

3.3.5 Stanoveni glutathionu (GSH a GSSG)

Extrakty pro tuto metody byly pfipraveny homogenizaci rostlinného materialu v dusiku,
Kk rozetienému vzorku byla pfidana 0,1M kyselina chlorovodikova v poméru 1:4.
Nasledovala centrifugace pti 13 0000 g, pii 4°C po dobu 15min.

Pro stanoveni glutathionu bylo do kazdé jamky 96-jamkové desticky napipetovano100
pl 0,1M Tris pufru, pH 8, néasledné bylo pfidano 20 pl vzorku extraktu, a 20 pul 5 mM
tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP) pro stanoveni celkového glutathionu nebo 20 pl
pufru pro stanoveni pouze redukovaného glutathionu. Desticka byla inkubovana 20 min.
Nakonec bylo pfidano 10 pl 15 mM monochlorobimanu (MCIB). Po 20 min inkubace

ve tm¢ byl zméfen narist fluorescence (exc. 360 nm/ emise 460 nm).
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3.3.6 SDS PAGE
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym byla pouzita pro
separaci proteint na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.

SDS-PAGE byla provedena v 10% délicim, pH 8,8 a v 4% zaostfovacim gelu,
pH 6,8 (Laemmli, 1970). Na pocatku elektroforézy bylo nastaveno napéti 120 V pro
zaostfeni zoény proteinli, jakmile bromfenolovd modi doputovala na rozhrani
zaostfovaciho a délictho gelu, bylo napéti zvySeno na 180 V. Elektroforéza byla
ukoncena po vymyti bromfenolové modii z gelu.

Ptiprava vzorku pro SDS-PAGE

Vzorek byl smichan s Laemmliho vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4%
SDS; 20% glycerol; 0,2% bromfenolova modi#; 5% merkaptoethanol) v poméru 3:1.
Nasledné byla zkumavka se vzorkem inkubovana 10 min pti 95 °C. Vzorek byl po
ochlazeni centrifugovan 5 min pfi 6 000 g. Do jednotlivych jamek na pfipraveném gelu
bylo naneseno 20-35 pl pfipraveného vzorku v zavislosti na velikosti gelu. Byl také
nanesen standard molekulové hmotnosti v objemu 5 pl. U standardu nebyla provedena
inkubace pfi 95 °C. Jako standardy byly pouZity Precision Plus ProteinMT Dual Xtra
Standards (Bio-Rad) nebo Western Blot Protein Standard (Serva).

Roztoky pro SDS-PAGE

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3

V tab. 4 je uvedeno slozeni zaostfovaciho a déliciho gelu. Z uvedenych objemu byly

piipraveny 2 gely o velikosti 10x10 cm a tloustce 0,75 mm.

Tab. 4: Slozeni déliciho a zaostiovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Tris HCI Tris HCI

Typ gelu AA/BIS 15M 05M H,O SDS TEMED 10%
30%/0,8% pH 8,8 pH 6,8 APS

10% délici 3,3 2,5 41 0,1 0,01 0,1
4% zaostrovaci 0,65 1,25 3,05 0,05 0,01 0,1

3.3.7 Western blot

Metoda Western blot je vétSinou aplikovana na gely obsahujici elektroforeticky
separované proteiny. Ty jsou ndsledn¢ pfeneseny na membranu a detekovany
specifickymi protilatkami pro dany protein.

Proteiny rozdélené metodou SDS-PAGE byly pfeneseny z gelu na nitrocelulosovou

membranu pomoci zafizeni Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) s nastavenim: 2,5 A, 25 V,
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doba pienosu byla pouze 10 minut. Na blotovaci kazetu bylo postupné naskladany
filtratni papiry, membrana, gel a opét filtracni papiry. Transfer proteint z gelu na
membranu byl potvrzen pouZzitim barviva Ponceau S (0,2% Ponceau S; 10% kyselina
octovd), které bylo nasledné vymyto destilovanou vodou. Membréana bez barviva byla
promyta 3x 10 min 5% roztokem suSené¢ho mléka, v némz se nasledné nechala blokovat
dv¢ hodiny. Po blokaci byla do mléka ptidana primarni polyklonalni krali¢i protilatka,
se kterou byla membrana inkubovana 2 hodiny. Protilatka byla pfipravena proti
rekombinantnimu proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur, (fedéni
protilatky bylo 1:1000 v 5% mléku). Nasledn¢ byla membrana opét promyvana
v 3x 10 min roztoku Tween 20 v TBS. Po promyti byla k membran¢ ptidana sekundarni
kozi protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou (fedéni 1:5000 v 5% mléku). Inkubace
se sekundarni protildtkou probihala po dobu 1 hodiny. Nésledn¢ byla membrana opét
promyta v roztoku Tween 20 v TBS (3x 10 min). Pro detekci studovaného proteinu byla
vyuzita detekce barevného produktu. Pro vizualizaci byl pouzit komeréni roztok
NBT-BCIP, ktery je substratem pro alkalickou fosfatasu. Po zobrazeni bandi byla
membrana vyfotografovana dokumenta¢nim systémem Gel DocMT.

Roztoky pro Western blot

Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kyseliné octové
Blotovaci puft: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
TBS pracovni pufr: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5

TBS Tween: 0,15 ml Tween-20 do 300 ml TBS

10% nizkotucné suSené mléko v TBS Tween

Barvici roztok s NBT-BCIP: ptipraveny komeréni roztok NBT-BCIP (Sigma)

3.3.8 Stanoveni nitrosylovanych proteinii metodou Biotin-Switch

Metoda Biotin switch (BST) se pouzivad k detekci a identifikaci S-nitrosylovanych
proteinti. Jedna se o tiikrokovou metodu, ktera byla navrzena Jaffrey a jeho kolegy
v roce 2001.

Ke 0,5 g homogenizovaného rostlinného materidlu byl pfidan 1 ml cerstvé
ptipraveného HENT nebo TEGN pufru, reakéni smés byla 1 min dikladné vortexovana
a homogenat byl po dobu 15 min ponechan na ledu. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany pii 12000 g, 4 °C, 10 min, supernatant byl pfenesen do nové
mikrozkumavky a opét centrifugovan pii 12 000 g, 4 °C, 10 min. Supernatant byl opét

ptrenesen do nové mikrozkumavky. V supernatantu byla stanovena koncentrace proteini
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metodou Bradfordové a byla upravena na koncentraci proteini 1 pg/ul. Objem
obsahujici 100 pug proteinu byl napipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky a byl ptidan
Cerstve piipraveného HENS pufru (v ¢tyfnasobném mnozstvi = 400 ul). Pfed samotnym
zna¢enim byly vzorky slouzici jako pozitivni kontrola inkubovany s donory NO. Byly
pouzity 0,25 mM GSNO a 0,25 mM nitroprusid sodny (SNP). K blokaci volnych SH-
skupin byl vzorku ptidan S-methylmethanthiosulfonat (MMTS, 0,2 mM) s SDS (2%).
Nasledovala inkubace pfi 50 °C po 30 minut. Poté byl ke smési 2x piidan 1 ml
vychlazeného acetonu (-20 °C) s nasledovanym vortexovanim. Po 30 min inkubaci pfi
-20 °C byly vzorky centrifugovany pii 12 000 g, 4 °C, 10 min. Supernatant byl
odstranén dekantaci a ke zbytku byl pfidan 1 ml vychlazeného acetonu, opét
nasledovala centrifugace pii 12 000 g, 4 °C, 10 min. Supernatant byl pfepipetovan do
nové mikrozkumavky a pelet byl vysuSen ve tmé v chladici komoie po dobu 10 min.

K sedimentu vzorku proteinu byla pfiddna 1mM kyselina askorbova a ihned 4 mM
Biotin HPDP v DMF (Biotin — EZ-Link Biotin-HPDP; Thermo scientific; 21341).
Nasledovala inkubace po dobu 1 hod. K vzorkim slouzicim, jako negativni kontrola
bylo pfidano redukéni ¢inidlo 0,1 M DTT, které naruSuje vazbu protein-biotin-HPDP.
Nakonec bylo ke vzorku ptidano 200 ul vychlazeného acetonu (-20 °C) s inkubaci pies
noc -20°C. Nasledujici den Po inkubaci byly vzorky centrifugovany pii 12 000 g, 4 °C,
10 min, supernatant byl odstranén dekantaci, a Kpeletu byl pfipipetovan 1 ml
vychlazeného acetonu. Stény mikrozkumavky a povrch peletu byly jemné vyplachnuty
vychlazenym acetonem, aby doSlo k odstranéni zbytkd biotin-HPDP. Nasledovala
centrifugace pti 12 000 g, 4 °C, 5 min. Pelet byl pouzit pro naslednou analyzu Western
blotem a pro afinitni purifikaci.

Pouzité roztoky:

HENT pufr (zasobni): 100mM HEPES, pH = 7,4 (Gprava pomoci 10M NaOH); 10mM
EDTA; 0,1mM Neocuprin; 1% Triton-X

HENS pufr (zasobni): 225mM HEPES, pH na 7,2 (iprava pomoci 10M NaOH); 0,9mM
EDTA;0,1mM Neocuprin; 2,5% SDS

TEGN pufr: 500 mmol-1™ Tris-HCI, pH 8; 0, 5 mmol-1* EDTA; 15% glycerol;

0,1 mmol-1"* neocuproin.

Pred pouZitim: 1 tableta Complete mini-EDTA koktejl volného inhibitoru na 10ml
HENT pufru
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Analyza S-nitrosylovanych proteinii Western blotem

Analyza S-nitrosylovanych proteini Western blotem se mirné liSila od postupu pii
detekci GSNOR popsané v kapitole 3.3.7. Separace proteinii pomoci elektroforézy
probéhla za neredukujicich podminek. Vzorek proteinu pro elektroforézu byl tedy
smichan s Laemmliho vzorkovacim pufrem bez B-merkaptoethanolu a kvuli labilité
vazby proteinu s biotinem-HPDP nebyl zahfivan v termobloku. Separace proteint
probéhla v 12% dé€licim gelu o pH 8,8 (tab. 5) a 4% zaostfovacim gelu (tab. 4) o pH 6,8.

Tab. 5 Slozeni 12% déliciho gelu pouzivaného pro SDS-PAGE (mnozstvi je uvedeno v ml).

AAJBIS 15M Tris-HCI 10% 10%
typ gelu 3006/0,8% oH 8.8 HO  gps  TEMED  Apg
deict 12% 4 25 34 01 001 0.1

Po separaci byly proteiny z gelu pfeneseny na povrch nitrocelulosové membrany
pomoci Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) s nasledujicim nastavenim: 25 V, 2,5 A a dobou
pienosu 10 minut. Po kontrole pfenosu proteinii na membranu reversibilnim barvenim
s Ponceau S nasledovala blokace membrany 1% mlékem v TBST obsahujici 1% BSA
po dobu 2 hod. Nasledovné probéhla inkubace s primarni monoklonalni anti-biotin
protilatkou jiz konjugovanou s alkalickou fosfatasou (fedéni 1:10 000) v 1% mléce
v TBST ptes noc pii 4 °C. Nakonec byla membrana promyta 3x 50 ml TBST a prob¢hlo
barveni pomoci NBT-BCIP, viz kapitola 3.3.7.

Afinitni purifikace

Afinitni purifikaci byla uskutecnéna na neutravidinové matrici, kterd byla nejprve 2x
promyta 100 pl neutraliza¢niho pufru, pficemz objem neutravidinové matrice zavisel na
vychozim mnozstvi proteinl, (doporuceno: 35 pul matrice na 250 pg znacenych
proteinil) Nasledovala centrifugace 2min pii 200 g, 4°C a odstranéni supernatantu. Poté
byla matrice ekvilibrovana 100 pl neutralizaéniho pufru s naslednou 30 min inkubaci na
orbitalni michacce. Poté byla opét provedena centrifugace pii 200 g a k matrici bylo
pfidano 100 pl neutralizaéniho pufru, tentokrat spolecné se vzorky. Inkubace vzorkl
S matrici prob¢hla za tmy a laboratorni teploty po dobu 1 hod. na orbitalni michacce.
Nasledovala centrifugace pti 200 g 1min, pfi které byl odstranén supernatant a matrice
byla 4x promyta 350 ul promyvaciho pufru. K matrici bylo pfidano 150 pl promyvaciho

pufru a nasledné byla ptenesena do prazdnych, uzavienych kolonek. Eluce navazanych
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proteini byla provedena ptidavkem 100 pl eluéniho pufru se 100 mM

B-merkaptoethanolem (pfed pouzitim byl pufr zahiat na 95°C po dobu 5 minut).
Vypurifikované proteiny byly precipitovany pies noc v acetonu pii -20°C. Druhy den

nasledovala centrifugace pii 14 000 g, 4°C, 30 min, sediment byl promyt 1 ml

vychlazeného acetonu a znova centrifugovan pii 14 000 g, 4°C, 30 min. Poté byl

sediment rozpus$tén v 20 pul HENS pufru. Proteiny po uvedené afinitni purifikaci byly

elektroforeticky separovany za denaturujicich podminek s obsahem SDS. Po separaci

proteinti byl gel barven Comassie Blue.

Pouzité roztoky:

Neutraliza¢ni pufr: 20 mM HEPES-NaOH, pH 7,7; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5%

(v/v) Triton-X 100

Promyvaci pufr: 20 mM HEPES-NaOH, pH 7,7; 600 mM NaCl; 1 mM EDTA, 5% (v/v)

Triton-X 100

Elu¢ni pufr: 200 mM HEPES-NaOH, pH 7,7; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 100 mM

-merkaptoehanol

3.3.9 Stanoveni exprese GSNOR

Izolace a purifikace RNA z rostlinného materidalu

Izolace a purifikace RNA byla provadéna pomoci NucleoSpin RNA plant kitu
(Macherey-Nagel). Zamrazené rostlinné vzorky byly rozdrceny v tekutém dusiku
v pfedem vysterilizovanych téecich miskach s tlou¢kem. Do sterilnich zkumavek bylo
nasledné pieneseno 100 mg tkané. Nasledné bylo Kk homogenizovanym vzorkiim
piidano 350 ul RA1 a 3,5 ul B-merkaptoethanolu a bylo vortexovano alespont 1 min,
¢imz doslo Kk lyzy bunék. Vznikly lyzat byl nanesen na Place NucleoSpin Filt ve sbérné
zkumavce a centrifugovan 1min pifi 14 000 g. Filtrat byl pfenesen do nové 2 ml
zkumavky bez vzniklého peletu na dné sbérné zkumavky a bylo k nému ptidano 350 pl
70% ethanolu k tpravé podminek vazani RNA. Lyzat byl ptenesen na NucleSpin RNA
Plant Column. a centrifugovan 30 s pii 10 000 g. Kolonka byla umisténa do nové 2 ml
sbérné zkumavky. Pro vysuseni silikatové membranky bylo na kolonku naneseno 350 pl
MDB (Membrane Desalting Buffer) nasledované centrifugaci 1 min pii 14 000 g. Pro
Sté¢peni DNA bylo na membranku aplikovano 95 pl DNase reakéni smési
(10 pl piipravené DNase I a 90ul DNase reakéniho pufru), kterd byla ponechana na
kolonce 15 min pfi pokojové teploté. Po inkubaci byla membranka promyta a vysusena.
Nejprve bylo naneseno 200 ul RA2 a centrifugovano 30 s pii 10 000 g. Kolonka byla
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pak prenesena do nové zkumavky. Poté bylo pfidano 600 pul RA3 a opét nasledovala
centrifugace 30 s pti 10 000 g. Filtrat byl odstranén a bylo provedeno posledni promyti
250 ul RA3 nasledované centrifugaci 2 min pii 14 000 g. Nakonec byla kolonka
umisténa do nové nuklease-free 1,5ml mikrozkumavky, do které byla RNA vymyta
50ul RNase-free vody po 1 min inkubaci a nasledné centrifugaci 1 min pii 14 000 g.
Mé¥eni koncentrace RNA po izolaci

Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometricky s vyuzitim méteni pii vinovych
délkach 260, 280 a 320 nm. K méfeni byla pouzita desticka Take 3 za pouziti programu
Genb5. Jako blank byla pouzita RNase-free sterilni voda, stejna jako byla pouzita pii
rozpu$téni RNA v poslednim kroku izolace. Objem potiebny pro analyzu kazdé RNA
byl 2 ul.

Reverzni transkripce

Pro ptepis mRNA do cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche). Do mikrozkumavek byl pipetovan 1 pl Anchored-oligo (dT)18 primeru, dany
objem (koncentrace) vyizolované RNA, ktery odpovidd 1 ng RNA v reakci a smés byla
doplnéna sterilni vodou na vysledny objem 11,4 pl v jamce. Mikrozkumavky se smési
byly nasledné ponechany inkubovat 10 minut pfi 65 °C v termostatu Bio-Rad. Poté byly
vzorky umistény ihned na led. Ke smési bylo ptfidano 8,6 pul premixu, ktery byl slozen
ze 4 pl 5x reakéniho pufru, 0,5 pl protector RNase inhibitoru 40 U/ul, 2 pl smési
deoxynukleotidi kazdy o koncentraci 10 mM, 1 pl DTT 0,1 M a 1,1 pl reverzni
transkriptasy o koncentraci 20 U/pl. Vyslednd smés byla inkubovana 30 minut pii 45 °C
a poté 10 minut pti 85 °C. Prepsana cDNA byla poté uchovana pti -20 °C.

Real-time PCR

Pro reakci byl pfipraven premix, ktery obsahoval 10 pl ABsolute gPCR SYBR Green
ROX Mix (Thermo Scientific, USA), 1,75 ul forward primeru (3 uM), 1,75 ul reverse
primeru (3 uM), 5,5 ul sterilni vody a 1 ul cDNA, pro jednu reakci. Reakce byla
provedena v piistroji CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systém (Bio-Rad)
vyuzitim softwaru BioRad CPX Manager. PCR reakce probihala dle protokolu
uvedené¢ho v Tab. 6.

K ovéfeni spravného prubéhu reakce, vzorkl a detekci nespecifickych produkti byla
vyuzita kontrola kiivek tani PCR produkti. Po prob&hnuti real-time PCR software
automaticky provedl analyzu vzorki a urcil hodnoty Ct pro jednotlivé vzorky. Vypocet

exprese gentl byl nasledns proveden metodou 274",
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Tab. 6: Nastaveni real-time PCR reakce v programu Biorad CPX Manager

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

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

pouzit elongaéni faktor la. Sekvence jejich primert jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab.7: Sekvence forward a reverse primert pouzitych pii PCR reakci

S(I;dovany forward primer reverse primer
GSNOR CTGGAGTGGGAGTTATGATGAA  CCTCCGCCACAGCAAGACCAACT
EF la GGTCATCATCATGAACCATCC CATACCAGCATCACCGTTCTT

36



4 Zavér
V experimentalni Casti byla provedena vychozi studie charakterizujici posttranslacni
regulace aktivit rostlinnych S-nitrosoglutathionreduktas in vitro.

e Plsobenim H»0, na studované rostlinné GSNOR doslo ke snizeni jejich
reduktasové i1 dehydrogenasové aktivity v zavislosti na pouzité koncentraci
¢inidla i na dob¢ inkubace s peroxidem vodiku.

e Inhibicni vliv preinkubace enzymu s H;O, byl u SIGSNOR reverzibilni.
Po pfidani redukénich ¢inidel DTT a TCEP doslo K opétovnému zvyseni
aktivity, v ptipadé TCEP i nad hodnoty kontrolni vzorku enzymu nevystaveného
pusobeni H,0,.

e Preinkubace SIGSNOR i AtGSNOR s riznymi latkami uvolfiujicimi NO vedla
ke snizeni aktivity zkoumanych enzymii.

Z uvedenych vysledkti vyplyva, ze peroxidem vodiku a donory NO dochazi
k reverzibilnim posttranslaénim modifikacim, které zpusobuji inhibici studovaného
enzymu GSNOR. Mutace cysteinii v AtGSNOR vedly ke sniZeni aktivity ve srovnani
s wild type proteinem. Mutace mély vliv i na inhibici peroxidem vodiku. Mutace C10S
I C271S snizovaly vliv H,0, na aktivitu v zavislosti na ¢ase. Mutace C284S zvySovala

vliv H,0, na aktivitu v zavislosti na ¢ase.

V ramci experimentll provadénych in vivo byla studovéana hladina, exprese a aktivita
béhem vyvoje rostlin Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, a také zmény téchto
parametritc. GSNOR v reakci rostlin Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a jeho
mutanta nahG na teplotni stres.
e Aktivita i exprese GSNOR se s délkou zivota rostliny zvySovala.
e Zvegetativnich orgdni byla nejvy$Si exprese 1 aktivita ve stonku,
v reproduk¢nich orgénech rostlin byla nejvyssi hladina exprese v kvétech,
zatimco nejvyssi aktivita byla v zelenych nezralych plodech.
e Béhem teplotniho stresu doslo u rostlin Micro-Tom nejprve K nardstu aktivity,
kterd s délkou pulsobeni stresu klesala, zatimco u mutanta nahG dochdzelo
k poklesu aktivity jiz od zacatku ptisobeni stresu.
e Relativni exprese u Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom nejprve naristala

béhem piisobeni teplotniho stresu, ale po 24 hod. doslo k vyraznému poklesu.
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Exprese GSNOR u nahG mutanta pozvolna klesala bez vétSich rozdila ve
sledovanych hodinach, vyraznéjsi snizeni nastalo po 24 hod.

e V rostlinich Micro-Tom a mutantnich rostlindich nahG dosSlo pasobenim
teplotniho stresu ke sniZzeni koncentrace redukovaného GSH. Celkova
koncentrace GSH u mutanta nahG zlstala téméf konstantni, u rostliny
Micro-Tom dochazelo k poklesu koncentrace celkového GSH.

Z vysledkl prace vyplyva, ze regulace exprese a aktivity GSNOR je dilezitd pro
normalni rist a vyvoj rostliny S. lycopersicum cv. Micro-Tom. Vysledky ziskané
v ramci testovani vlivu teplotniho stresu na rostlinach rajcete rozsituji diivéjsi poznatky
o zapojeni GSNOR do termotolerance rostlin ziskanych s vyuzZitim mutant

Arabidopsis.
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6 Seznam pouzitych symbolii a zkratek

8-nitro cGMP
AA/BIS
ABA
ADH (1,3,4)
APS

AP

APX

ASA
AtGSNOR
AtRBOHD
BSA

BST

CaM

CAT

CBS

CGL
CGNO
CMV
Cys-NO
CTL1

D

DEA
DGD1
DREB2A
DTT
EDTA

EF la

EIN 2
ETR1
FAD
FtsH11
GAPDH
GGT

8-nitro-cyklického guanosinmonofosfatu
Akrylamid-N,N"-bisakrylamid
Kyselina abscisova
Alkoholdehydrogenasa (tfidy 1,3,4)
Persiran amonny

Alkalické fosfatasa
Askorbatperoxidasa

Kyselina askorbova
S-nitrosoglutathionreduktasa z Arabidopsis thaliana
Respiratory burst oxidase D

Hovézi sérovy albumin

Biotin switch

kalmodulin

Katalasa

Cystathionin -synthasy

Cystathionin y-lyasa
S-nitrosocysteinyl-glycin

Virus okurkové mozaiky
S-nitrosocystein

Protein podobny chitinase

dwarf gen

Diethylamin
Digalaktosyldiacylglycerolsynthasa 1
Dehydratace-respozivni element-vazajici protein 2A
Dithiotreithol

Kyselina ethylendiamintetraoctova
Elongacni faktor 1a

Ethylen necitlivy protein 2

Ethylenovy receptor 1
Flavinadenindinukleotid

Thylakoidni proteasa

Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa
v glutamyltranspeptidasa

o1



GPX
GSH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSOOH
GSONH?2
GSSG
HMGSH
HNO
HRP

HR

HSF

HSP

HT
IPTG
IP3

ISR

JA

K-Pi

LB

MAP kinasa
MBF1c
MCIB
MDB
MMTS
MNT
MW
N6022

NADPH
Na-Pi
NBT-BCIP
NBT

Glutathionperoxidasa

Glutathion
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Kyselina sulfinova
Glutathion-sulfinamid
Glutathion-Disulfid
S-(hydroxymethyl)glutathion
Nitroxyl

Kienova peroxidasa
Hypersenzitivni reakce
Transkripéni faktory teplotniho stresu
Proteiny teplotniho Soku

Teplotni stres

Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
Inositol-1,4,5-trifosfat

Indukovand systémova rezistence
Kyselina jasmonova

Draselny fosfatovy pufr
Luria/Bertani médium

Mitogenem aktivovand proteinova kinasa
Faktor multiproteinového premosténi
Monochlorobiman

Membrane Desalting Buffer
S-methylmethanthiosulfonat
miniature gen

Molekulova hmotnost

N6022 (3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-

methylfenyl)-1H-pyrrol-2-yl)propanova kyselina

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat

Sodny fosfatovy pufr

Roztok nitrotetrazoliové modie a5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatu

Nitrotetrazoliova modf
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NDH1
NO

NO

NO*
NO,-
NO,
NO;3
N,O3
NPR 1
O,-
ODs0o
ONOO-
PAGE
PCD
PCR

PDI
PMSF
PP7

PrxIl E
PVX
RNS
ROS
R-S-
R-SH
RSNO(s), SNO
R-SN-RN
R-S(O)NRH
R-S(0),NRH
R-SO
R-SO,
R-SO3
R-SS
R-SSO;C
R-SS-R

NAD(P)H dehydrogenasa 1
Nitroxyl

Oxid dusnaty

Nitrosoniovy ion

Radikal oxidu dusicitého
Dusitanovy anion, nitrit
Dusi¢nanovy anion, nitrat
Oxid dusity

Non-expresor souvisejici s genem patogeneze 1
Superoxidovy anionradikal
Opticka hustota méfena pii 600 nm
Peroxydusitan

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Programovana bunécné smrt
Polymerazova fetézova reakce
Protein disulfidisomerasa
Fenylmethylsulfonylfluorid
Fosfatasa 7

Peroxiredoxin Il E
Bramborovy vir X

Reaktivni formy dusiku
Reaktivni formy kysliku
Thiolat

Thiol

S-nitrosothiol(y)

Sulfenamid

Sulfinamid

Sulfonamid

Sulfenat

Sulfinat

Sulfonat

Cysteinylovy persulfid
Cysteinylovy thiosulfat
Disulfid
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SA

SABP 3
SAR

SDS
SDS-PAGE

SIGSNOR
SNAP
SNP

SOD

SP

TAV
TBARS
TBS
TCEP
TEMED
TGA 1
TOMV
Trx

TrxR
TSWV
TUS/TFL2
Vps53
WT

XOD

Kyselina salicylova
Protein vézajici kyselinu salicylovou 3
Sytémove ziskana rezistence

Dodecylsultfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu

sodného

GSNOR ze Solanum lycopersicum
S-nitroso-N-acetyl-DL-penicilamin
Nitroprusid sodny

Superoxiddismutasa

Self-pruning gen

Rajcatovy asperma vir

Reaktivni substance kyseliny thiobarbiturové
Fyziologicky roztok pufrovany Tris
Tris(2-karboxyethyl)fosfin

N, N - tetramethylendiamin

Transkrip€ni faktor TGA1

Virus raj¢atové mozaiky

Thioredoxin

Thioredoxinreduktasa

Vir bronzovosti rajCete

Heterochromatinovy protein 1(znami jako terminal flower 2)
Vakuolarni tfidici protein 53

Wild type

Karbonylreduktasa
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