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Cile prace

Teoreticka ¢ast
Cilem teoretické ¢asti bakalafské prace je vypracovani literarni reserSe zaméfené na
enzym S-nitrosoglutathionreduktasu:

- S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) v rostlinach

- hot5 mutanti Arabidopsis kodujici GSNOR

- mistné fizend mutageneze.

Experimentalni ¢ast
V experimentalni ¢asti prace bylo cilem:
- izolace a purifikace rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasy WT a hot5

mutanti z Arabidopsis

- in vitro biochemicka charakterizace piipravenych rekombinantnich GSNOR

enzymil

- stanoveni substratové specificity, teplotniho a pH optima, kinetickych parametra

a ICsq vybranych inhibitort.



1. Uvod

Hot5 mutanti kdédujici S-nitrosoglutathionreduktasu (GSNOR) z Arabidopsis thaliana
jsou studovani kvili své nizké citlivosti na teplotni stres. Byli charakterizovani ctyfi
novi hot5 mutanti, a to s oznacenim hot5-1 a hot5-3, u kterych byla pozménéna jedna
aminokyselina v fetézci, a nulovi mutanti hot5-2 a hot5-4 ptipraveni vlozenim T-DNA
do sekvence genu (Leeetal, 2008). Pii vysoké teplot¢ vykazuji mutantni rostliny
A. thaliana zvySenou hladinu dusi¢nanti a reaktivnich forem dusiku (RNS). Vyzkum
hot5 mutantnich rostlin napomuze prohloubit poznatky 0 GSNOR, RNS a homeostaze
oxidu dusnatého (NO) pii abiotickém stresu a vyvoji rostlin.

GSNOR patii obecné do skupiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tridy
I (ADH3; EC 1.1.1.1; Staab et al, 2008). Je znam také jako
S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284), coz souvisi S jeho
dehydrogenasovou aktivitou, kdy pteménuje S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH)
vynikly samovolnou reakci mezi formaldehydem a glutathionem (GSH)
na S-formylglutathion za ucasti NAD® a tim napomaha detoxifikaci toxického
formaldehydu v rostlinach. Jelikoz je tento enzym bifunkéni, Katalyzuje také
NADH-dependentni redukci GSNO na oxidovany glutathion (GSSH) a amoniak
(Staab et al., 2008; Jensen et al., 1998; Kubienova et al., 2013c). GSNOR reguluje
hladinu S-nitrosothiold a je podstatnym faktorem pii obrané rostliny proti abiotickym a
biotickym stresovym faktorlim a obrané bunék proti nitrosativnimu stresu.

Vyzkumem tlohy RNS a GSNOR se vytrvale zabyva $kolici pracovisté Katedry
Biochemie na PfF UP v Olomouci, jenz dosahlo vysledkt na poli studia patosystému
Solanum lycopersicum - Phytophthora infestans a S. lycopersicum - Oidium
neolycopersici. Byla publikovana prvni rostlinna krystalova struktura GSNOR
ze S. lycopersicum (SIGSNOR, Kubienova et al., 2013a), na kterou navazovaly dalsi
studie mutanti-SIGSNOR a nasledné i mutanti-GSNOR z P. infestans (PiIGSNOR,
Sromova, 2016). A. thaliana byla prvnim rostlinnym organismem, kde byla GSNOR
charakterizovana jako enzym Kkatalyzujici redukci GSNO (Sakamoto et al., 2002).
Uloha GSNOR stejné jako jejich hot5 mutanti v A. thaliana byla zkoumana v fadé
studii (Rustérucci et al., 2007; Lee et al., 2008; Espunya et al., 2012; Xu et al., 2013),
zatim vSak pouze in vivo. Za pomoci spolupracujiciho pracovisté prof. Vierling v USA
byly pfipraveny plazmidy nesouci mutaci v hot5 genu AtGSNOR, které byly pouzity
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vmé bakalaiské praci. V ramci této prace byla tedy provedena prvni in vitro

biochemicka charakterizace hot5 mutantt.
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2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Posttransla¢ni modifikace proteini reaktivnimi formami dusiku v rostlinach

Nitra¢ni a nitrosa¢ni modifikace postrannich fetézcti aminokyselin v proteinech in vivo
vznikaji oxidacnimi, nitracnimi a nitrosyla¢nimi reakcemi s reaktivnimi formami dusiku

(Hnizdova et al., 2009).

2.1.1 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) a reaktivni formy kysliku (ROS) maji v rostlinach
rozmanité funkce. Jsou tvofeny pii ptisobeni fady environmentalnich stresovych faktort
a stavaji se nebezpecnymi toxickymi produkty. V rostlinach plisobi také pozitivné jako
ochranné latky nebo signalni molekuly (NO, ONOO’, O;’, H,0O,). Aby se koncentrace
téchto latek udrzely v rovnovaze, existuji G¢inné systémy (karotenoidy, alfa-tokoferol,
superoxiddismutasa, askorbatperoxidasa, glutathionreduktasa) na jejich deaktivaci a
odbouravani (Prochazka et al., 1998). RNS, jako je oxid dusnaty (NO) a jeho
redukované a oxidované formy (Tab. 1), hraji dileZitou roli v buné¢né signalizaci pii

mnoha fyziologickych a patologickych jevech (McQuade et al., 2010).

Tab. 1 Reaktivni formy dusiku (redukované a oxidované formy oxidu dusnatého) pievzato
z Hill et al., 2010.

Nazev Vzorec
Oxid dusnaty NO
Nitroxyl HNO, NO
Nitrosoniovy iont NO*

Nitrit NO,
Nitrat NO5

Oxid dusity N,O4
Oxid dusny N,O

Oxid dusicity NO,
Peroxydusitan ONOO
Peroxydusi¢nan 0O,NOO
Nitrosoperoxokarbonat ONOOCO,
Hydroxylamin NH,OH
Amoniak NH;
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RNS predstavuji nejen volné radikaly (-NO) a radikaly oxidu dusicitétho (-NOy), ale
také radikaly jako je peroxodusitanovy anion (ONOO), kyselina peroxodusitanova
(ONOOH), nitrosoperoxykarbonat (ONOOCO,), dusity kation (NO,") a oxid dusity
(N2O3) aj. (Gomes et al., 2006).

2.1.1.1 Peroxydusitan

Peroxydusitan (ONOQO', Obr. 1) je tvofen v biologickych systémech pfimym a rychlym
spojenim NO a superoxidu (O), ktery nevyzaduje Zadnou enzymatickou katalyzu. Je to
silna cytotoxicka latka, ktera v poslednich desetiletich ptilakala velkou pozornost
(Lin et al., 2013).

U zivocichi mize zplisobovat nepatrné zmény bunécéné signalizace, u savcli zmény
cévniho poranéni, protizanétlivou odpovéd’ i nadmérné oxidacni poskozeni, které vede
k apoptoze a nekroze. ONOO™ reaguje s lipidy, DNA a proteiny prostfednictvim
oxidacnich reakci a nepfimych reakci zprostiedkovanych radikdlovymi mechanismy
(Pacher et al., 2007).

V rostlinach neni ONOQO™ zapojen do bunécné smrti, kterou zprostiedkovava NO. Je
to potencionalni signalni molekula, kterd vyvolavd obrannou reakci proti patogeniim

pfi nitraci tyrosinovych zbytkt (Vandelle a Delledonne, 2011).

=N-

@]
IQI
O

Obr. 1 Elektronovy vzorec peroxydusitanu.
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2.1.1.2 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO, Obr. 2), mala a vysoce reaktivni molekula, pisobi jako dulezity
regulator a mediator v raznych biologickych systémech (Zhang et al., 2013). Je to
archetypalni druhy posel RNS/ROS, ktery je zapojen u savcli v Siroké Skale
fyziologickych procesii od vazodilatace u srdce a obéhového systému k neurotransmisi
v mozku a v centralni nervové soustavé (Miller et al., 2007). U rostlin reguluje
roz§ifovani listu, rust kofene (Correa-Aragunde et al., 2004), fyziologii stresu, uzavirani
pruduchu (Neill et al., 2008), kli¢eni semen a postupnou smrt buriky (Palavan-Unsal a
Arisan, 2009). V obranné reakci ma tlohu klicové signalni molekuly, ktera se podili
na adaptaci rostliny na environmentalni stres (Desikan et al., 2002).

podilejici se na tvorbé NO se fadi nitratreduktasa (NR, EC 1.6.6.1), NO-synthasa (NOS,
EC 1.14.13.39), nitrit:NO oxidoreduktasa (NiINOR, EC1.7.2.1) a xanthinoxidoreduktasa
(XOR, EC 1.1.3.22). NR je cytosolicky enzym vazany v plazmatické membran¢ a je
specificky pro kofenové bunky. Katalyzuje pfeménu nitratu za pomoci NADH jako
zdroje elektronti (Sakihama et al., 2002). NO vznika u ZivoCichl a bakterii reakci
katalyzovanou NOS, jenz existuje v konstitutivnich a inducibilnich izoformach
(Muretal., 2013). Probiha pifi ni oxidace L-argininu na L-citrulin (Knowles a
Moncada, 1994, Neill et al., 2003). U vyssich rostlin zatim nebyla NOS (ha urovni genu
ani proteinu) identifikovana (Frohlich a Durner, 2011), pouze studie zroku 2010
identifikovala NOS u zelené tasy Ostrococcus tauri (Foresi et al., 2010). Existence
NOS u vyssich rostlin je stale nezodpovézenou otazkou, o které pojednava nejnovejsi
review zabyvajici se vlastnostmi, strukturou a evoluci NOS-like proteinu v rostlinné #isi
(Jeandroz et al., 2016). NO je tvofen i neenzymaticky, a to redukci dusitanu na NO a
dusi¢nan procesem dismutace. Tento proces je podnécovan nizkym pH v apoplastu
(Stohr a Ullrich, 2002). NO muze také vznikat v membranach chloroplastli vystavenim
NO, a karotenoidi svétlu. Karotenoidy piisobi v tomto procesu jako katalyzatory.
Nasledné¢ je uvoliovan plynny NO (Cooney et al., 1994). Piehled vzniku a odbouravani

NO u rostlin je znazornén na obr. 3.
’ —
IN—0

Obr. 2 Elektronovy vzorec NO s jednim neparovym elektronem.
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B Odstranéni
NO

A Produkce NO

(1) oy S |

NO:‘ @ 02 (3) N02 ’ N03’

NO,-
/ GSH
Neenzymaticky ]
GSNO (5)

ROS —_ (..
(7) /\ (6) (GSNOR)

OONO- GSSG + NH,

L-Arg (2)

Obr. 3 Biosyntéza a odbouravani NO v rostlinach.

(A) Hlavni ¢asti biosyntetické produkce NO:

1. Neenzymatické a enzymatické drahy zavislé na NR. Dusitan se dale odbourdva
enzymatickymi systémy: NiNOR, mitochondridlni elektronovy dopravni fetézec
(ClI/1V) a XOR.

2. Vznik NO z L-argininu zahrnuje zatim neidentifikovanou NO-synthasu (NOS) a dvé
dosud nedostatecné charakterizované drahy za pomoci substratu hydroxylaminu (HA)

a polyaminu (PAS).

(B) Hlavni ¢asti odbouravani NO:

3. Reakce NO s O, vede k spontanni produkei dusitanti a dusi¢nant.

4. NO muze reagovat s nesymbiotickym hemoglobinem (nsHbs) za vzniku dusi¢nanu.

5. Reakce s redukovanym glutathionem (GSH) za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO),
ktery je pak pfeveden na oxidovany glutathion GSSG a amoniak pisobenim GSNO
reduktasy (GSNOR).

6. Reakce NO se superoxidovym radikalem (O;’), vznik peroxydusitanu (OONO").

7. NO-asociovany protein 1 (NOA1) neptimo ovliviiuje hladiny NO v rostlinach
(ptepracovano z Freschi et al., 2013).

2.1.2 Nitrace proteintu

Nitrace proteintl je posttransla¢ni modifikace, které je definovana jako reakce nitracnich
¢inidel (NO, NO;, ONOO™ a latek odvozenych od dusitanli) s aminokyselinovymi
residui tyrosinu (Tyr) a tryptofanu (Trp). Jedna se o selektivni proces, kdy se nitruje

pouze malé mnozstvi proteind, v nichZ je upraveno pouze nékolik Tyr a Trp zbytkl
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(Hnizdova et al., 2009; Suzuki et al., 2004; Souza et al., 2008). Nitraci Tyr vznika
3-nitrotyrosin.

Nitrace zplUsobuje naruseni signalizacni drahy NO a metabolismu oxidacnich
procest, proto je 3-nitrotyrosin povazovan za biomarker nitraéniho stresu. Pfi nitraci
dochdzi také ke zméné pK, fenolové skupiny, oxidac¢né-redukéniho potencidlu,
hydrofobicity, coz mize vést ke zménam ve struktufe a biologické aktivité proteind.
Navic poloha pfipojené nitroskupiny komplikuje reverzibilni fosforylaci tyrosinu, coz
vede Kk ovlivnéni rychlosti pochodt signalnich drah regulovanych aktivitou enzymu
zavislych na této modifikaci (Radi et al., 2013; Hnizdova et al., 2009). Nitrace probiha
hlavné prostfednictvim volnych radikald za piitomnosti nadbytku NO, oxidanti a
ptechodnych kovt jako kofaktorti (Radi, 2003). Prub¢h nitrace pies tyrosinovy radikal
je zobrazen na obr. 4.

Neméné¢ dilezitou reakci je nitrace tryptofanovych zbytkd, které jsou zvlast
nachylné k reakcim s RNS. Nitraci s peroxydusitanem vznikaji ¢tyfi produkty, z nichz

stabilni je pouze 6-nitrotryptofan (Suzuki et al., 2004).

Tyrosin Tyrosinovy radikal 3-nitrotyrosin
o o)
NH . g
Oxidace NH
—_—
Redukce
NO,
OH OH
pKa=10.3 pKa=T7.3

Obr. 4 Schéma nitrace tyrosinu. Po vzniku radikalu tyrosinu jednoelektronovou oxidaci reaguje
tento radikal s 'NO, za vzniku 3-nitrotyrosinu. Fenolova skupina -OH je ve volném tyrosinu
témet 100 % protonovana pii fyziologickém pH. Po nitraci poklesne pK, o tii jednotky.
Fenolova skupina je cca z 50 % protonovand, ¢imz vznika odpovidajici fenolat. Konkurencni
reakce k nitraci je opétovny vznik Tyr z tyrosinového radikalu jednoelektronovou redukci
(ptepracovano z Radi et al., 2013).
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2.1.3 S-nitrosylace proteint

S-nitrosylace je vSudypfitomna posttranslacni modifikace bilkovin ovliviiujici aktivitu
proteinti a potfebnd pii vnitrobunécné a mezibunééné signalizaci. V principu jde
0 kovalentni vazbu —NO skupiny na —-SH skupinu cysteinu v proteinu/peptidu.
S-nitrosothioly (RSNO, Obr. 5) jsou signalnimi molekulami drah RNS a ROS a fadi se
mezi relativné stabilni a mobilni rezervoary oxidu dusnatého. Z mnoha piitomnych
rezidui cysteini v proteinu dochazi obvykle k nitrosaci pouze jednoho, coz svédci
0 vysoké specificité této reakce (Petiivalsky et al., 2014; Jahnova et al., 2013). D¢
probiha bez enzymové katalyzy (Hess et al., 2011). Pii pH 7 samotny NO s thioly
nereaguje. Reakce musi probihat za ptitomnosti kysliku. Vznikaji reaktivni oxidy,
jejichz tvorba je zaroven rychlost omezujici krok. Pti fyziologickych koncentracich
RNS byl nejlépe reagujici slouc¢eninou N,O3. Koncentrace této slouceniny byla z vétsi
¢asti vyuzita pii nitrosaci glutathionu (GSH; Kharitonov et al., 1995).

vvvvvv

S-nitrosoglutathion (GSNO), nebot’ dokdze NO uvolnovat, ale podilet se i na jeho

transportu.
Me
: A
RSNO - RSNO
RS
| redukovany kov
N0+*—~k- Me-—-NO RSNO
/,.-i-. |—|++ e_
Me| 3)
— akceptor
NOx —=— NO — RSNOH
- oxidant RSH 2)

Obr. 5 Cesty tvorby S-nitrosothiolt (RSNO). 1) NO reaguje s oxidanty (O,, superoxidem)
za vzniku meziproduktt vysSich oxida dusiku (NO,, N,Os, peroxydusitan), 2) Redukce thiolu
ptes radikdl RSNOH za vzniku RSNO. 3) Kov (Cu, Fe), ktery zastava funkci katalyzatoru,
interreaguje s NO za tvorby intermediatu nitroso kationtd. (piepracovano z Gow et al., 2004).
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2.1.3.1 S-nitrosoglutathion

GSNO, S-nitrosoderivat GSH, je jednim =z nejhojnéjSich bunéénych thioll
(Broniowska et al., 2013), ktery NO nejen uvoliuje, ale podili se i na transportu NO

a na transnitrosa¢nich reakcich. GSH je tripeptid (y-Glu, Cys, Gly), ktery ma v rostlinné
buiice celou fadu funkci. Udrzuje redoxni rovnovdhu v cytosolu a plastidu a hraje
dilezitou roli v pohlcovani ROS. In vivo existuje ve dvou formach jako smés
redukovaného GSH a oxidovaného GSSG, ktery je slozen ze dvou molekul GSH
spojenych disulfidickym mustkem mezi dvéma cysteinovymi fetézci.

GSH se také podili na pfepravé a skladovani siry pii tvorbé fytochelatinu, ktery
vaze toxické tézké kovy, ¢imz se podili na jejich detoxifikaci. Prepravuje celou fadu
latek spojenych konjugovanou vazbou do vakuoly, jako je naptiklad pigment
anthokyan, dale produkty degradace chlorofylu vytvoifenych b&hem starnuti listu,
auxiny a nékteré xenobiotické slouceniny patiici do tfidy herbicida. Auxiny a
herbicidy nemohou pii pienosu do vakuoly interagovat, ¢imz lze kontrolovat jejich
hladinu v burice (Smith et al., 2010).

GSNO je centrdlni meziprodukt pii vzniku a odbourdvani bunéénych
S-nitrosothiolt a slouzi jako nedilna soucast metabolismu NO ve vysSich rostlinach,
plnici  funkci zasobarny NO a je zakladni soucasti signalnich cest
(Broniowska et al., 2013, Corpas et al., 2013). Celkova hladina S-nitrosylovanych

proteini je regulovana enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR).

2.2 S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

GSNOR je enzym pattici do skupiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas
tiidy 111 (ADH3; EC 1.1.1.1).

Tento enzym se V literatufe vyskytuje pod mnoha nazvy. Ve star$i literatuie byl
oznatovan jako  glutathiondependentni  formaldehyddehydrogenasa (FALDH;
EC1.2.1.1). Od roku 2005 se Klasifikuje jako
S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284). K nazvu vedlo odhaleni
reakéniho mechanismu oxidasové aktivity, u kter¢ho doSlo k zaméné€ substratu
glutathionu za spontanni adukt glutathionu a formaldehydu S-hydroxymethylglutathion
(HMGSH), ktery vznika za soucasné redukce NAD". Tato NAD"-dependentni oxidace
HMGSH za tvorby S-formylglutathionu se podili na detoxifikaci toxického
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formaldehydu v  organismu  (Staab et al., 2008; Jensen etal.,1998;
Kubienova et al., 2013c).

Pojmenovani  S-nitrosoglutathionreduktasa vzniklo na =zaklad¢ vyznaénéjsi
NADH-dependentni redukce GSNO na glutathiondisulfid a amoniak (Obr. 6,
Jensen et al., 1998). V soucasnosti se jedna o uzivany nazev v odborné literatuie, i kdyz
doposud nebyl schvalen Nazvoslovnou komisi IUBMB (Kubienova et al., 2013c).

Schopnost katalyzovat preménu GSNO na oxidovany glutathion je dulezita soucast
katabolismu oxidu dusnatého. Tato biologicka funkce napomaha k udrzeni normalni

hladiny ROS, RNS a S-nitrosothiolti (Petfivalsky et al., 2014).

NH; B
Oy\/\(NH 4 0
o ' \E\NHN i
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Obr. 6 Mechanismus NADH-dependentni redukce S-nitrosoglutathionu (GSNO) enzymem
GSNOR. GSNO se méni na nestabilni meziprodukt N-hydroxysulfinamid (GSNHOH), ktery
mize spontanné piesmykovat na glutathionsulfidamid (GSONH,) a dale se pfeménuje
na glutathionsulfinovou kyselinu (GSOOH,). Tato pfeména souvisi s regulaci intracelularni
hladiny redukovaného glutathionu. GSNHOH alternativné reaguje s redukovanym GSH
zavzniku  oxidovaného glutathionu (GSSG) a amonnych ionti (pfepracovano
z Pettivalsky et al., 2014).
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GSNOR je homodimerni enzym obsahujici v aktivnim misté esencialni zinek, ktery
je navazan v piipadé lidské GSNOR na His69, Cys177 a Cys47 (Engeland et al., 1993;
Sanghani et al., 2002). Kazda monomerni ¢ast GSNOR je slozena z velké katalytické
domény a malé domény vyznacujici se vazebnym mistem pro koenzym NAD®.
Katalyticka doména obsahuje jeden atom zinku v aktivnim misté a druhy atom zinku,
ktery je navazany koordina¢ni vazbou na Ctyfi cysteiny, plnici pouze strukturni roli

(Sanghani et al., 2002; Sanghani et al., 2003). Krystalova struktura enzymu GSNOR

z A. thaliana je znazornéna na obr. 7.

Obr. 7 Struktura enzymu GSNOR z Arabidopsis thaliana (PDB 4JJI). Enzym je slozeny ze
dvou podjednotek oznaCenych Cervené a modie. Zluté je oznacen koenzym NADH. Zinek je
znézornén zelené (prevzato z Crotty, 2009).
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2.2.1 Uloha a lokalizace GSNOR v rostlinach

Enzym GSNOR byl poprvé popsan jako glutathion-dependentni alkoholdehydrogenasa
téidy III u rostliny A. thaliana (adh5). Odpovidajici mRNA genu adh5 dlouha 1,4 kb je
zastoupena ve vsech rostlinnych organech. V genomu se nachazi pouze v jediné kopii
(Martinéz et al., 1996).

GSNOR reguluje hladinu GSNO a celkovou hladinu S-nitrosothiolti. Udrzuje
homeostazu NO, ¢imz ovliviiuje signalizaéni a reakéni procesy bojujici proti
nepiiznivym stresovym podminkam (Letterier et al., 2011). Ma také podil
na aklimatizaci rostliny na vysokou teplotu (Lee et al., 2008). U bunéénych kultur
rostliny A. thaliana bylo pozorovano ovlivnéni mitochondrialni funkce ptsobenim
stresovych faktorti (nutri¢ni stres) i za normalnich podminek (Frungillo et al., 2013).
U semenackl byla prokdzana vysoka exprese enzymu v pocatecni fazi vyvoje kofene a
listu. Uprava hladiny GSNOR zplsobuje drastické zmény v délce kofene
(Espunya et al., 2006).

Strukturni modelovani ukazalo pravdépodobnou lokalizaci GSNOR v cytosolu
(Xu et al., 2013). V bunkach listu hrachu byla nalezena GSNOR v n¢kolika organelach,
konkrétn¢ v mitochondrii, chloroplastu, peroxisomech a cytosolu, za pomoci techniky
imunoznafeni  zlatymi  Casticemi a  pouziti  elektronového  mikroskopu
(Barosso et al., 2013). V mladych rostlinach rajéete (S. lycopersicum) je vyssi genova
exprese GSNOR v kofenech a stoncich nez v listech. Vyssi exprese byla pozorovana i
V pesticich, ty¢inkach a v plodech béhem zrani (Kubienova et al., 2013a), coz ukazuje
na dulezitost tohoto enzymu pro spravny vyvoj plodi a kvéti. Naopak u rostlin okurky
(Cucumis sativum) byla pozorovana vyssi aktivita GSNOR v listech nez v kofenech
(Kubienova et al., 2013b). Znafeni pomoci zeleného fluorescen¢niho proteinu GFP
ukazalo u semenackd A. thaliana vSudypfitomnou expresi GSNOR. Nejvyssi

fluorescenci vykazovala kofenova $picka a apikalni meristém (Xu et al., 2013).

2.2.2  Substrity GSNOR

Aktivni misto GSNOR specificky reaguje s alkoholy s del§imi fetézci, jako je
cinamylalkohol, geraniol a farnesol, které¢ jsou pfevadény na aldehydy za soucasné
redukce NAD". Alkoholy s kratkymi fetézci (napf. ethanol) jsou nevhodnymi substraty
(Staab et al., 2009). GSNOR upiednostiuje prostoroveé vétsi substraty, zejména GSNO,
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HMGSH a o-hydroxymastné kyseliny. Je to dano vétsim aktivnim mistem ADH3 oproti
ADH1 kviili residuim 53-59 a 113-120, které jsou polohové od sebe vice vzdaleny. To
umoziuje $irsi vstup pro substraty do aktivniho mista. Ve vazebném misté hraji neméné
dalezitou roli naboje zde se vyskytujici. Podstatny pro substraty GSNO a HMGSH je
Argl14, ktery ovliviiuje svym kladnym ndbojem spravnou orientaci substrati s nabojem
zapornym (Staab et al., 2009; Sanghani et al., 2003). Kyselina 12-hydroxydodekanova
patii mezi o-hydroxymastné kyseliny a je charakterizovana jako nepfili§ dobry substrat
pro lidskou GSNOR. GSNOR u rostliny A. thaliana vykazuje s touto kyselinou jako
substratem niz§i katalytickou aktivitu nez se substratem GSNO (Achkor et al., 2003).
U rostliny Brassica oleracea byl lepsim substratem GSNO (K, = 53 uM) oproti
HMGSH (K, = 66 uM; Ticha, 2013). V porovnani s GSNOR ze S. lycopersicum byly
katalytické ucinnosti u substratu GSNO a HMGSH témét shodné (Kubienova, 2013d).
U divokého typu (WT) lidské GSNOR byla prokazana 2x vétsi katalyticka acinnost se
substratem GSNO nez u HMGSH. Katalyticka ucinnost za pouziti substratu GSNO se
vyrazné snizila u mutantni lidské GSNOR, ve které byl nahrazen Argl15 za Ser nebo
Lys (Hedberg et al., 2003).

2.2.3 Inhibitory GSNOR

Inhibitory GSNOR plni funkci novych néstroji, které mohou regulovat biologické
hladiny NO a S-nitrosothiold a mohou byt pouzity jako G¢inné 1éky pii respiracnich,
kardiovaskularnich,  gastrointestinalnich ~ onemocnénich 1 1é€bé  astmatu
(Sanghani et al.,, 2009; Sun et al., 2011). Mezi silné inhibitory patii
glutathionsulfidamid, ktery vznika pfi oxida¢nim stresu, a glutathionsulfonova kyselina
produkovana hydrolyzou GSH. Studie ukazuji, Ze substratova analoga
o-hydroxymastnych ~ kyselin ~ (mastné  kyseliny) a GSNO  (glutathion,
S-methylglutathion) mohou slouzit jako potencialni inhibitory GSNOR. Specifickym
inhibitorem je dodekanova kyselina, jako nejucinngjs§i z -mastnych Kkyselin
(Staab et al. 2009). Silngjsim inhibitorem je nové zkoumany od pyrolu odvozeny
inhibitor N6022 (3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-
pyrrol-2-yl)propionova kyselina; Sun et al., 2011, Green et al., 2012). Mechanismus

inhibice je nekompetitivni s hodnotou K; 429 + 30 nM (pro S. lycopersicum)
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pro substrat GSNO (Kubienova et al., 2013a). Obdobn¢ i pro lidskou GSNOR je

inhibi¢ni konstanta v nanomolarni koncentraci (Green et al., 2012).
2.3 Uloha GSNOR pii abiotickém a biotickém stresu rostlin

2.3.1 Stres rostlin

Obvykle je termin stres pouzivan pro komplexni oznaceni stavu, do kterého se rostlina
dostava pii pusobeni stresovych faktorii. Stresové faktory, tzv. stresory, se d¢li
na abiotické (fyzikaln¢ - chemické) a biotické faktory, shrnuté v piehledné Tab. 2.
Rostliny jsou organismy setrvavajici na jednom misté, a proto nedokazou uniknout
pted stresovymi faktory. Z toho diivodu se u nich vyvinula o mnoho komplikovanéjsi

odpovéd’ na stres nez u zivo¢ichd (Prochazka et al., 1998).

Tab. 2 Piehled nejvyznamnéjsich stresovych faktori pusobicich na rostliny v pfirodé
(ptevzato z Prochazkaet al., 1998).

BIOTICKE FAKTORY ABIOTICKE FAKTORY
Fyzikalni Chemické
Herbivorni zivo¢ichové Mechanické ucinky vétru Nedostatek vody (sucho)
(spasani, poranéni)

Patogenni mikroorganismy  Nadmémé zareni (UV, viditelné Nedostatek kysliku
(viry, mikrobi, houby) svétlo) (hypoxie, anoxie)
Vzijemné ovliviiovani Extrémni teploty (horko, chlad, = Nedostatek zivin v ptidé

(alelopatie, parazitismus) mraz)

Nadbytek ionti soli v pudé
Vysoké nebo nizké pH

Toxické kovy
a organické latky v pudé

Toxické plyny ve vzduchu
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2.3.2 GSNOR pfi abiotickém stresu

2.3.2.1 Stres vyvolany kadmiem a arsenem

V bunkach kolenchymu hrachu byl demonstrovan vliv kadmia na hladinu GSNO
pomoci imunohistochemické metody. Pii koncentraci kadmia 50 uM byla hladina
GSNO drasticky snizena. Za pomoci konfokdlni laserové skenovaci mikroskopie a
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) byl stanoven obsah NO a GSH
v listech hrachu, ktery byl po ptisobeni kadmia vyznamné snizen. Aktivita GSNOR a
exprese transkriptu GSNOR se snizila pisobenim kadmia 0 31 % (Barosso et al., 2006).
Sazenice rostliny Arabidopsis byly vystaveny rtiznym koncentracim arseni¢nanu.
Vlivem 500 uM koncentrace arzeni¢nanii se zacal projevovat u sazenic oxida¢ni a
nitra¢ni stres. Pusobeni arseni¢nanu se projevovalo mens$im vzristem rostliny, zvySenim
oxidace lipidii, narGstem obsahu NO, narGstem aktivity GSNOR a zvySenim hladiny

nitrovanych proteint (Leterrier et al., 2012).

2.3.2.2 Mechanické poranéni

Pfi mechanickém poranéni a patogenesi je GSNOR klicovym regulatorem
Vv systémovych obrannych reakcich. Plsobi zaroveii s kyselinou salicylovou
Vv systémove ziskané aktivni rezistenci (SAR), kterou rostlina vyuziva pii napadeni
Skidci a patogeny. Jednd se o aktivaci obrannych mechanisma v celé rostling, ktera
zvysi odolnost proti napadeni patogenem. Rostlina pfi pouziti SAR Setfi energii
Vv porovnani s obranou, ktera je aktivni neustale (Sasek a Burketova, 2006). Poranéné
listy Arabidopsis vykazuji rovnomérné zvySenou hladinu GSNO (Obr. 8).
V systémovych listech se GSNO nejprve objevilo ve vodivych pletivech a pozdé&ji i
v parenchymu, coz muze naznacovat podileni GSNO na mobilnim pfenosu signalu
poranéni prostfednictvim vodivych pletiv. Navic by akumulace GSNO mohla aktivovat
kyselinu jasmonovou jako odpovéd’ na poranéni (Espunya et al., 2012).

Mechanické poranéni stonku a listu u okurky (Cucumis sativum), cukrového
melounu (Cucumis melo) a hrachu (Pisum sativum) mélo za nasledek zvySeni aktivity
GSNOR. Zatimco ve stonku aktivita béhem uréené doby v C.sativus neustale rostla,
Vv listech se po 24 hodinach zacala snizovat. U P. sativum byl pozorovan vyss$i nartst
aktivity po 24 hodinach nez po 4 hodinach. Nejvyssi nartist probehl ve stoncich vSech

modelovych rostlin (Kubienova et al., 2013b).
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Obr. 8 Imunolokalizace GSNO po mechanickém poskozeni listd Arabidopsis za pouziti
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie: (A) neposkozeny, (E, G, I, K) poranéné listy
V mistni i systémové tkani, (B, F, J, D, H a L) odpovidajici vzorky ve svételném mikroskopu,
(C, D) negativni kontrola (pfevzato z Espunya et al., 2012).

2.3.2.3 Teplotni stres

Nizka teplota reguluje expresi mnoha genti a hladiny proteinli a metabolitl, ¢imz
ovliviiuje produkci a kvalitu plodin. Pi pokusu s paprikou Capsicum
annum L.vystavenou nizké teploté 8 °C po dobu 1 az 3 dni se zvysila nitrace proteinti a
lipidické peroxidace. Pti aklimatizaci rostliny na tento stres doslo k ubytku antioxidantti
GSH a askorbatu a zvyseni aktivity dehydrogenas (Airaki et al., 2011).

Vysoka teplota negativné ovliviiuje vegetativni riist a reprodukci. Ve slunecnici
Helianthus annuus L., ktera byla vystavena vysoké teploté, doslo k hromadéni RSN
za soucasné¢ho snizovani aktivity a exprese GSNOR. Doslo také k inhibici
ferredoxin-NADPH reduktasy, kterd je =zapojena v mechanismu fotosyntézy
(Chaki et al., 2011).
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Obr. 9 Relativni porovnani narustu aktivity GSNOR v organech rostlin C. sativus cv. Stela, C.
melo a P. sativum cv. Audit vystavenych chladovému stresu (4°C). Vzorky byly odebrany z 10
dennich (P. sativum cv. Audit) a 50 dennich (Cucumis spp.) rostlin. Aktivita GSNOR
byla méfena spektrofotometricky pii 25°C monitorovanim tbytku absorbance NADH
pii 340 nm (Kubienova et al., 2013b).

U porovnani teplotniho stresu u C. sativum, C. melo a P. sativum doslo k riznym
narustim aktivity GSNOR v raznych organech rostlin (Obr. 9). Aktivita
GSNOR vyvolana vysokou teplotou byla zménéna méné¢ vyrazné nez u nizsi teploty.
Urostliny C. sativum se zvySila aktivita ve stonku a kofenu po 4 hodinach,
po 24 hodinach klesla na ptivodni hodnotu. Aktivita méfena v listu po dobu aplikace
stresu prubézné stoupala. Pisobenim nizké teploty se aktivita GSNOR postupné
zvySovala ve vSech organech C. sativum, nejvyraznéji v koteni. U C. melo a P. sativum

se aktivita zvySovala 24 hodin. Po 48 hodin se opét snizila (Kubienova et al., 2013b).

2.3.2.4 Stres vyvolany svétlem
Svétlo, jako stresovy faktor, miize negativné ovliviiovat rist a zivotaschopnost rostliny.

Nadmeérna absorpce svétla vede k poskozeni fotosyntetického aparatu a poklesu
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ucinnosti fotosyntézy (Erickson et al., 2015). Naopak jeho nedostatek vede k vyssi
nachylnosti k chorobam. Rostlina ma svétlou barvu a listy Zloutnou a opadévaji
(Matous a Hutla, 2002).

Rostlina P. sativum byla péstovana za normalnich svételnych podminek a
péstovana ve tmé. Byl sledovan vliv etiolace na aktivitu GSNOR béhem 7 dni a
nasledného procesu deetiolace rostliny ponechané 7 dni na svétle. GSNOR byla
Vv kofeni exprimovéana nezavisle na svételnych podminkach. Malé zvySeni aktivity
GSNOR nastalo pouze po ptfechodu rostliny z tmy na svétlo po 6 hodinach.
V hypokotylu na rozdil od kofene byla zmé€na o mnoho patrnéjsi. U rostliny rostouci
vetm¢é byla aktivita v hypokotylu vyrazné snizend oproti zelené rostling

(Kubienova et al., 2013b).

2.3.3 GSNOR pfi biotickém stresu

Oxid dusnaty hraje kli¢ovou roli v obrané rostlin proti patogenezi. Rozpoznani
avirulentniho patogenu spousti produkci O, a H,0,, coz zplisobuje zesitovani bunécné
stény, vyvolani exprese rostlinnych gent zapojenych do bunécné obrany, az bunécnou
smrt  hostitelsk¢é  buiikky  vyvolanou hypersenzitivni reakci na  patogen
(Delledonne et al., 1998). Rostliny vyuzivaji NO a S-nitrosothioly jako signalni
molekuly, které aktivuji imunitni odpovéd’ rostliny a obranné reakce proti infekcim.

Kyselina salicylova (SA), ktera byla ve studii vyuzita jako hormon pusobici na listy
tabaku, zvysila aktivitu GSNOR oproti jasmonatu, ktery aktivitu snizil. SA je
povazovana za mediator biotického stresu (Diaz et al., 2003; Petiivalsky et al., 2014).
Citlivost na patogen Plasmopara halstedii byla studovana na slunecnici
(Helianthus annuus L.), pfi¢emz byl zjistén zvySeny obsah nitrovanych proteini a
snizend aktivita GSNOR (Chaki et al., 2009). U transgennich rostlin Arabidopsis
thaliana se zvysSila bazalni odolnost proti biotrofnimu patogenu Peronospora
parasitica, z dtvodu snizené exprese GSNOR a zvySené hladiny S-nitrosothiol.
Obecné Ize fici, Ze snizenim aktivity GSNOR a naslednym zvySenim intracelularni
hladiny S-nitrosothioltt dochézi k posileni rostlinné imunity na lokalni i systémové

urovni (Rustérucci et al., 2007).
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2.4 Hot mutanti Arabidopsis kédujici GSNOR

Studie ukazuji, ze GSNOR je zapojena v mechanismu termotolerance rostlin.
U A. thaliana se ukazalo, ze aktivita GSNOR je dilezitd pro aklimatizaci rostlin
pfi pusobeni vysokych teplot. GSNOR v A. thaliana je cytosolarnim proteinem
kédovanym jednim genem At5g43940. GSNOR byla dfive oznaCovana jako
alkoholdehydrogenasa 2 (FALDH, Martinez et al., 1996; Lee et al., 2008). Ukazalo se,
ze exprese tohoto genu je snizena v disledku poranéni ¢i pusobenim jasmonové
kyseliny, naopak exprese je zvySena po aplikaci salicylové kyseliny (Diaz et al., 2003).

Arabidopsis s defektnim genem GSNOR (oznacovana jako hot5 mutant) ma tedy
snizenou odolnost na zvySenou teplotu, nebot dochdzi k naruseni homeostazy
S-nitrosothiold a signalnich drah RNS (Lee et al., 2008).

Obecné oznacujeme hot mutanty jako mutanty s defektivni termotoleranci. Mutant
hotl u Arabidopsis kéduje protein tepelného Soku Hspl01 (Hsp — heat shock protein),
pozice na chromozomalni mapé ukazuji, ze hot2, hot3 a hot4 (Obr. 10) nekoresponduji

S Hsp nebo s transkripénimi faktory tepelného Soku.

= = GLU1 (9.5cM
hota k nga63 (9.3cM) hot4 = (ABcM)

= nga225 (14.5cM)
= nga158 (18.12cM)

k Nga280 (81.4cM)

= ngalii (113.4cM)
k AtATPASE (115.8cM)

hot1 =
hot3 =

Chr 1 Chr5

Obr. 10 Chromozomalni umisténi Hot lokusu. Svislé ¢ary predstavuji chromozomy 1 a 5
s pozicemi vybranych markert lokusu (v centiMorganech) a se vzdjemnym uspofadanim hot
mutaci (pfevzato z Hong et al., 2003).
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Chaperon Hspl01 vykazoval dutlezitou roli v toleranci na vysokou teplotu (Hong a
Vierling, 2003). Hsp 101 je dulezity nejen pro termotoleranci kvasinek a bakterii, ale je
nezbytny i pro termotoleranci eukaryot. (Hong et al., 2000). V ramci této bakalarské
prace se budeme podrobnéji zabyvat mutacemi hot5-1 a hot5-3, které koduji gen
GSNOR.

2.4.1 Hotb mutanti

U Hot5 mutantd kodujicich GSNOR u Arabidopsis byly charakterizovany dvé nulové
alely po vlozeni T-DNA (T-DNA je tzv. transferova DNA, vnasena Agrobacteriem
vicemén¢ ndhodné do genomu hostitelské rostliny) do kodujici oblasti GSNOR genu a
dale i dvé chybné alely po ,,missenci‘ (mutaci ménici smysl). Pfehled hot5 mutaci je na
obr. 11. Rostliny s nulovymi (T-DNA inzer¢nimi) alelami se nemtzou aklimatizovat na
vysokou teplotu (Obr. 12). Pouze sazenice, které rostou ve tm¢, se mohou tepelné
aklimatizovat na svétle. Pii rustu sazenice na svétle nedochazi k tepelné aklimatizaci.
Rostliny se 1i8i fenotypem, vyznacuji se selhanim ristu na desce Zzivin, vzrostlymi
reprodukénimi vyhonky a snizenim plodnosti. Vada plodnosti hot5 je zpisobena malo
prodlouzenou ty¢inkou a sam¢imi a sami¢imi vadami pii oplodiiovani. Hot5 mutantni
rostliny vykazuji zvySenou hladinu dusi¢nantt a RNS. Obsah nitrososkupin u hot5
mutantll byl asi dvakrat vyssi nez u divokého typu (WT). Citlivost na teplo u hot5
mutantll je spojen se zvySenim hladiny NO a RNS. Citlivost na teplo muze byt
odbourana  NO  lapa¢em  napft. cCPTIO (2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-
imidazolin 11-oxy-3-oxid) (Lee et al., 2008).
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hot5-2 hot5-1

T-DNA (E283K)
GSNOR D L
(379 ak)
TDNA hot5-3
hot5-4 (G288R)

Obr. 11 Umisténi hot5 (hot5-1 a hot 5-3) chybnych ,,missence” alel a umisténi T-DNA

inzer¢nich alel hot5-2 a hot5-4 do GSNOR genu (At5g43940). ak znamena aminokyseliny
(pfevzato z Lee et al., 2008).

RT

38°C
90min

38°C >>
45°C/150min

Obr. 12 Listové disky 25-dnti starych hot5 mutantt Arabidopsis majici defektivni alely,
a tedy snizenou schopnost aklimatizace na vysoké teploty (ptevzato z Lee et al., 2008).
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2411 Hot5-2

Rostliny Arabidopsis majici T-DNA inzer¢ni mutace nazyvané gsnorl-3 neboli hot5-2
se nemohou tepeln¢ aklimatizovat. Mutant hot5-2 vykazuje snizeny rast rostliny, zménu
ve vyvoji kvétu a snizenou plodnost. VEtSina rostlin neni schopna produkovat semena a
tim se SeSulky neprodluzuji normalné¢ (Obr. 13) (Lee et al., 2008). Tato data koreluji
svysokou expresi SIGSNOR (GSNOR z rajcete Solanum lycopersicum)
Vv reprodukénich organech (Kubienova et al., 2013a). Kromé toho Arabidopsis vykazuje
zvySenou celularni hladinu GSNO a dusi¢nanli, coz znamena vyss$i hladinu
nitrosativniho stresu. Vykazuje také snizenou koncentraci imunoaktivatoru kyseliny
salicylové (SA) v rostling, ktera slabé nebo opozdéné aktivuje SA-dependentni obranné

geny (Lee et al. 2008).

(A) (B) (C)

WT-Col hot5-2

Obr. 13 Fenotyp hot5-2 T-DNA inzeréniho mutanta v porovnani s WT (ekotyp Columbia)
rostlinou. (A) 45 dnt staré Arabidopsis rostliny, (B) fenotyp kvétd, (C) fenotyp SesSulek
(pfevzato z Lee et al., 2008).
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2.4.1.2 Hotb-1, hot5-3

Dva ,,missense mutanti“ vykazuji hot5-1 a hot5-3 AtGSNOR snizenou aktivitu. Aby se
mohly tepelné aklimatizovat, potfebuji svétlo, ve tmé prizptisobeni neprobiha. Mutace
pravdépodobné zptisobuji destabilizovany zahyb proteinit AtGSNOR. Na obrazku 14 je
uvedena pozice jednobodovych mutaci E283K a G288R v monomeru AtGSNOR
(Lee et al., 2008).

Hot5-1 odpovida mutaci E283K. Kyselina glutamova interaguje vodikovou vazbou
S postrannimi fetézci GIn254, Arg279 a Thr306 ze stejné podjednotky. Zaporné nabity
glutamat u divokého typu stabilizuje oblast proteinti tim, Ze vyrovna naboj ptfitomného
argininu. Pfi mutaci hot5-1 se muze destabilizovat protein z divodu vlozeni dalsiho
kladného néboje do struktury proteinil, v tomto piipad¢ ndboje lysinu.

Hot5-3 odpovida mutaci G288R. Velmi maly postranni fetézec glycinu je nahrazen
velkym a kladné¢ nabitym fetézcem argininu, ktery lezi blizko fetézct leucinu a
fenylalaninu. Z davodu stericky malého prostoru a nevyvazeného naboje je
pravdépodobné, ze se enzym opét destabilizuje. Tato mutace se nachazi v ostré smycéce
polypeptidového fetézce, jenz upfednostiiuje glycin pfed jinymi posttrannimi fetézci.
Dalsi mutace v této poloze by destabilizovala protein. Ob¢é hot5 mutace tedy ovlivni
interakci na dimernim rozhrani, coz pravdépodobné vede ke snizeni stability a aktivity

GSNOR enzymi (Kubienova et al., 2013a; Crotty, 2009).

Obr. 14 Umisténi aminokyselin podrobenych mutaci na monomeru AtGSNOR. Mutace E283K
je znazornéna Cervené. Mutace G288R zluté. Atomy zinku jsou znazornény tyrkysoveé
(pfevzato z Crotty, 2009).
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2.5 Mutageneze

I kdyz v ramci praktické ¢asti bakalarské prace nebyla mutageneze provadéna prakticky,
bylo nutné si nastudovat, jaké typy jsou znamy a jak se pfipravuji mutantni proteiny, se
kterymi jsem pracovala V rdmci experimentalni ¢asti.

Mutageneze je obecné zmeéna genetické informace Vv molekule nukleové kyseliny
nasledkem plisobeni mutagennnich faktort (mutageni). Vznika mutace, jenz je
dédi¢nou zménou genotypu a jeji molekularni podstatou je nukleotidova substituce,
delece a inzerce.

Nukleotidova substituce je vyména nukleotidi v jednofetézcovych a dvoufetézcovych
nukleotidovych kyselinach. Dé&li se na transici a transversi. Transice pfedstavuje
zaménu purinového zbytku za purinovy a pyrimidinového zbytku za pyrimidinovy.
Transverse je zaména purinového zbytku za pyrimidinovy a naopak.. Delece zpisobuje
ztratu nukleotidii Vv fetézci a inzerce vloZeni nukleotidii do fetézce. Pokud mutace
neobsahuje nésobek tii nukleotidli, jednd se o mutaci posunovou, ktera méni cteci
ramec. Obnoveni cteciho ramce vznika nasobkem tii nukleotidd.

V poslednich destiletich na téchto principech vznikaly metody, které urychlily a
zjednodusily praci v laboratofi a byly objeveny rtizné druhy mutageneze, které vytvareji

rozmanité sbirky mutantnich klont (Rosypal, 2002).

2.5.1 Metody zaloZené na PCR

2.5.1.1 Nahodni mutageneze

Ve zkoumaném genu jsou zavedeny nahodné bodové mutace prostiednictvim PCR
s pouzitim k chybé nachylné DNA-polymerasy. Do vektorti vhodnych pro expresi se
klonuji nahodné vybrané sekvence. Vytvoii se knihovna mutantd, ktera je nadale
zkoumana kvuli identifikaci mutanti s pozménénymi ¢i zdokonalenymi vlastnostmi a
ktera napomahda k vytvofeni predbézné mapy funkénich domén proteini

(Wilson a Keefe, 2001; Fujii et al., 2004).

2.5.1.2 Mistné Fizena mutageneze
Mistn¢ fizena mutageneze (Site-direct mutagenesis, SDM) je jednou z nejpouzivangjsich
technik molekularni biologie. V rdmci proteinové struktury specifickd mutace genu

umoznila produkci proteini se specifickymi zménami aminokyselin v fetézci a tim
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umoznila studium strukturnich funkci proteint. Napfi. ovlivnéni aktivniho mista zménou
aminokyseliny nebo vyhodnéjsi exprese.

SDM byla poprvé popsdna v roce 1978 na wuniverzit¢ British Columbia
ve Vancouveru Michaelem Smithem. V pokusu byl pouzit 12-nukleotidovy fetézec
syntetické DNA, ktery se neshoduje s vlastnim reporterovym genem ®X174, ktery
obsahuje bakteriofag. K trvalé zméné kruhové DNA bakteriofaga dosSlo za pomoci
enzymt DNA-polymerasy z E.coli a DNA-ligasy, coz vedlo k fenotypové zméné faga.
V roce 1983 byla zavedena Karym Mullisem polymerasova fetézova reakce
(PCR), ktera byla neoddéliteln¢ spojena s SDM. Michael Smith a Kary Mullis obdrzeli
za PCR reakci v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii (Sanders et Sardina, 2007).

Mistné fizena mutageneze je metoda in vitro. Jde o velice pfesnou techniku vneseni
mutace do konkrétni ¢asti DNA kodujici studovany protein pouZzivanou pfii studiich
vlastnosti proteint, jejich enzymové katalyzy a interakci s ligandem atd. Modifikace
genu probihd s pouzitim syntetickych oligonukleotidi (primertl). Synteticky
oligonukleotidovy primer je pfiddin k jednotlivym fetézcim zdenaturovaného
rekombinantniho plasmidu se studovanym vlozenym genem (Alberts et al., 2004).

Technika SDM je neocenitelnym nastrojem pro strukturné-funkéni studium vztaht

mezi proteiny, pro studium genové exprese a modifikace vektori.
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< 1. Syntéza mutantnich viaken
Tepelné provedena cyklizace:

- Denaturace DNA templatu

- Nasednuti mutantnich primert
obsahujici pozadovanou mutaci
- Prodluzovani primert pomoci
velmi pfesné DNA-polymerasy

2. Dpnl Stépeni temlatu
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/’—\\ hemimethylované DNA s Dpnl
/77NN
[ 1 A\
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o Transformace mutované molekuly

do komletnich bunék za
ucelem opravy jednoretézcového
zlomu

Obr. 15 Obecny piehled kitu QuikChange Il (Agilent) metody mistné cilené (tizené)
mutageneze (pievzato z https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/200523.pdf).

2.5.1.3 Chybna mutageneze

Chybna (mismatched) mutageneze se pouziva se zaméfenim na jednu aminokyselinu a
je uzite¢na pii kontrole missense (mutace ménici smysl) v genu znamého onemocnéni,
nebo pro urceni funkce ur¢ité aminokyseliny v proteinu. Primer je navrZen, aby byl
¢asteén¢ komplementarni k cili, aby se jest¢ dokazal navazat. Mutace je v blizkosti
koncového okraje produktu PCR. Zavedenim umélého restrikéniho mista umoznuje
screening pro znamou mutaci. Mutace mohou byt také zavedeny v kterémkoliv bodé

zvolené sekvence, vznikaji dva produkty PCR s ¢aste¢né prekryvajicimi se sekvencemi,
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které obsahuji bodovou mutaci. Fragmenty obou produkti PCR jsou poté spojeny
v sekundarni PCR. Vznika kompletné¢ mutovany gen (Panesar et al., 2010).

2.5.1.4 Mutageneze na 5’ konci

Mutageneze na 5’ konci (5’ add on mutagenesis) je posledni inovaci fizené mutageneze,
kdy se chemicka skupina nebo nova sekvence piida na 5 konec PCR produktu. Zatimco
5" konec primeru obsahuje novou sekvenci, je zapotiebi na 3" konec primeru navrhnout
pozadovanou specifickou sekvenci. 3 Cast primeru je specificka pro cilovou sekvenci a
ucastni se prvniho kroku PCR reakce. 5’Cast se nasledné zacleni do amplifikované¢ho
produktu a tim se uc€astni i vzniku rekombinantniho produktu.

Zajisténi snadngjsiho pribéhu lze dosdhnout zvolenim vhodného restrikéniho mista,
vhodného promotoru sekvence pro fizeni exprese a modifikovaného nukleotidu
obsahujiciho reportérovou skupinu nebo znaCenou skupinu napf. fluoroforem

(Panesar et al., 2010).

2.5.1.5 Kazetova mutageneze

Kazetovd mutageneze vyuziva univerzdlni mutantni kazety pro vlozeni jednotlivych
kodont v urcitém misté¢ dvouretézcové DNA. Nejprve se na cilové molekule vytvoii
dvouretézcovy zlom na misté cileném pro mutagenezi. Dvoufetézcovy kodon je pak
vloZen do cilového mista. Kazdd mutagenni kazeta obsahuje dvé rozpoznavaci sekvence
pro restrikéni endonukleasu (RS) a tfi pary bazi. Molekula je pak $tépena RS, ¢imz se
odstrani vétSina mutagenni kazety. Zlstanou tfi baze, které se liguji a vytvofi se finalni
substituéni mutace nebo inzerce. Kazdd kazeta muze vlozit dva rtizné kodony
Vv zavislosti na orientaci k cilové molekule, proto staci pouze jedenact kazet k vlozeni

vSech aminokyselin do fetézce (Kegler-Ebo et al., 1994).

2.5.2 Inzer¢ni mutageneze

2.5.2.1 Transpozonova mutageneze

Transpozonova mutageneze (TM) je efektivni metoda, pfi niz vznikd mnoho sad
nahodnych mutaci v cilové DNA. Metoda je vyuzitelna u prokaryot, jednobunécénych
eukaryot a metazoi. TM muze byt snadno identifikovana pomoci fenotypu oproti
nahodnym mutagenezim, které¢ pouzivaji chemické osetfeni nebo UV (Xu et al., 2011).

Transpozony jsou jednotlivé DNA sekvence schopné transpozice mezi replikony, napf.
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riznorodymi bakteridlnimi chromozomy, bakteriofagy nebo plazmidy. Jsou povazovany
za paraziticka bioticka Cinidla, které jsou jednodus$si nez viry nebo plazmidy, které
nejsou schopny replikace bez hostitelské buniky. Tyto mobilni ¢astice dokazi zpusobit
polarni mutace v genomu bakterii nebo jinych replikoni. Mlze dochéazet k odstranéni
sekvence DNA. Pfi silné polarni mutaci dochdzi k naruseni transkripcnich terminatort
lokalizovanych na transpozonu a otevieného c¢teciho ramce mutovaného genu.
Transpozony, které se vyskytuji v bakteriich, se rozdé€luji na jednoduché a komplexni.
Jednoduché transsekvence nebo inzerce nesou pouze ty geny, které jsou potiebné
k transpozici. Jsou snadno zjistitelné, zejména v ptipadé, kdyz se podileji na rezistenci
proti antibiotikim. Komplexni transpozony jsou vazany inserénimi sekvencemi.
Obsahuji jeden nebo vice genli kromé téch, které jsou zodpovédné za transpozicni

procesy (Lacy a Stromberk, 1995).

2.5.3 Invivo mutageneze

2.5.3.1 Prima mutageneze

Pti piimé mutagenezi (DM) probihd dvoustupiiovy proces bez klonovani oznacovany
jako Delitto Perfetto, ktery vytvaii produkty poskytujici pozadovanou mutaci (jedna
nebo vice zmén baze, inzerce, delece, ndhodné mutace). Tento proCes se muze
nckolikrat opakovat a neni omezen restrikénimi misty. Mize se vyuzivat k pfesnym

zménam savcich sekvenci (Storici et al., 2001).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Alfa Aesar (Némecko): guanidium-HCI.

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

Axon Medchem (Holandsko): N6022.

Euro$arm (Ceska republika): persteril.

Lachema (Ceska republika): ethanol; hydroxid sodny; chlorid hofe¢naty; kyselina
chlorovodikova; kyselina octova; methanol.

Lach-Ner (Ceska republika): glycerol.

Merck (Némecko): Ponceau S.

Top-Bio (Ceska republika): DNasa; RNasa.

Univeler (Ceska republika): Savo.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid; p-merkaptoethanol; dodecylsulfat sodny;
dimethylsulfoxid (DMSO); EZBlue™Gel Staining Reagent; fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF); glutathion; chlorid sodny; imidazol; isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
(IPTG);kanamycin; Luria/Bertani (LB) broth; lysozym; NADH,;
N, N'-methylenbisakrylamid; nitrotetrazoliova modf ve spojeni
s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem (NBT-BCIP); mocovina; persiran amonny;
proteinovy marker molekulové hmotnosti v rozsahu 25-250 KDa; susené nizkotucné
mléko; tetramethylethylenediamine (TEMED; tris(hydroxymethyl)aminomethan;
Tween-20.

Thermo Scientific (USA): B-PER; SuperSignal® West HisProbe™ Kit.

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko); centrifuga 6K15 (Sigma, Némecko);
centrifuga chlazena (Eppendorf, Némecko); deska Take3 (BioTek Instruments, USA);
digitalni ptedvazky (KERN, Némecko); elektroforetické komurky (Bio-Rad, USA);
dokumenta¢ni systtm GEL-Doc EZ image (Bio-Rad, USA); elektromagneticka
michacka (IKA, Némecko); inkubator (Major science, CA, USA); inkubator Q-Cell
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(Verkon, CR); kolonky HisPur'™ Cobalt Spin (Thermo Scientific, USA); kyvety
(Brand, Némecko); laminarni box (Schoeller, CR); lazen chlazena (Techne, UK);
magnetickd michacka (IKA, Némecko); mikrodestiCkovy spektrofotometr Reader
Synergy HT (BioTek Instruments, USA); pH metr (Hanna Instruments, CR);
spektrofotometr UV-VIS (Agilent technologies, USA); spektrofotometr Lightwave 1l
(WPA, UK); termocyklér gradientovy (Bio-Rad, USA); termostat (Grant, UK); trans
blot turbo (Bio-Rad, USA); tiepacka orbitalni (BioSan, USA), tfepatka VXR basic
(IKA, Némecko); vodni lazen (Grant, UK); vortex (BioSan, USA); vyrobnik ledové
tFisté (Scotsman, UK); zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA).

3.1.3 Biologicky material

Bakterialni kultura kompetentnich bunék T7 express E. coli byla transformovana
vektorem pET28a (5369 bp, Novagen, USA) nesouci 6xHis-tag s vlozenou sekvenci
AtGSNOR, kodujici gen GSNOR z  Arabidopsis thaliana (1363  bp,
GenBankNM_123761.3). Plazmidy nesouci gen AtGSNOR-WT a hot5 mutanti byli
poskytnuty prof. E. Vierling ze spolupracujiciho pracovist¢ v Amherstu, USA.
Transformované bunky E. coli pfipravila a poskytla pro nasledujici praci vedouci

bakalaiské prace Mgr. Lucie Cincalova, Ph.D.

3.1.4 Produkce rekombinantniho proteinu AtGSNOR a hot5 mutantia

v bakterialnim systému Escherichia coli

Luria/Bertani (LB) medium o hmotnosti 40 g bylo rozpusténo v 1,6 1 destilované vody a
doplnéno na celkovy objem 2 1. LB medium bylo rozdéleno do Sesti zasobnich lahvi
po 330 ml a autoklavovano 15 minut pii 121 °C s povolenym uzaveérem.

Do sterilnich 100 ml Erlenmayerovych ban¢k bylo postupné napipetovano 20 ml
LB media, 1 ml 20% glukosy (finalni koncentrace 1%), 60 pl kanamycinu (60 pg.ml™)
a 5 pl kultury transformovanych T7 bakterii Escherichia coli. Prace probihala za
sterilnich podminek ve flowboxu za pouziti sterilnich Spi¢ek a materidlu. B€hem noci
byla provedena inkubace za mirného tfepani na kultiva¢ni tfepacce pii 37 °C.

Pristiho dne byla prekultura centrifugovana pti 4000 g po dobu 5 minut pti 20 °C.
Do sterilnich Erlenmayerovych bané¢k (500 ml) bylo pfipraveno 200 ml LB media
s 600 pul kanamycinu (60 pg.ml™). Bylo odebrano 10 ml, v kterych byl resuspendovan
pelet z centrifugace a vracen zpét do 190 ml media s antibiotikem. Kultivace prob¢hla
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na kultivacni tfepacce pfi 30°C béhem 30 az 90 minut. V pribéhu této doby byla
meétena optickd hustota pti 600 nm (ODgg), dokud nebyla naméfena hodnota v intervalu
0,5 — 0,6. Jako blank bylo pouzito cist¢ LB medium. Byl odebran 1 ml kultury
pted indukci do ¢isté mikrozkumavky, centrifugovan pii 4000 g po dobu 5 minut a pelet
byl zamrazen pro budouci pouziti pro SDS-PAGE. Do Erlenmayerovy banky s 200 ml
kultury bylo pfidano 200 ul isopropyl-5-D-1-thiogalaktopyranosidu (0,5 mM IPTG),
banka byla pfikryta alobalem, ktery byl propichdn kvili pfisunu kysliku. Indukce
exprese pomoci IPTG probihala ptes noc pii 20°C na tiepacce.

Po indukci byl nasledujici den odebran 1 ml kultury (ODgg ~ 0,5) pro SDS-PAGE,
byl centrifugovan pti 4000 g po dobu 5 minut a pelet byl zamrazen. Cela kultura byla
poté centrifugovana v 50 ml centrifuga¢nich zkumavkach pii 4000 g 20 minut pii 20°C.
Pelet byl rozsuspendovan v 40 ml 0,9% NaCl, opét byl centrifugovan a zamrazen

pii 20°C.

3.1.5 Optimalizace indukce exprese AtGSNOR a hot5 mutanti pomoci IPTG

Do dvou 50 ml falcon bylo postupné napipetovano 10 ml LB media, 500 pl 20 %
glukosy (finalni koncentrace 1% (w/v), 30 pl kanamycinu (60 pg.ml™) a 2 ul suspenze
transformovanych bakterii T7 express E. coli obsahujicich gen GSNOR (mutanti hot5-1
a hot5-3). Falcony s buné&nymi suspenzemi byly inkubovany na tiepaéce do druhého
dne pti 37°C. Na druhy den byly bunécné suspenze centrifugovany po dobu 5 minut
pii 20°C a 4000 g. Pelet byl poté rozsuspendovan v 8 ml LB média. Do 12
Erlenmeyerovych bangk (6 pro hot5-1, 6 pro hot5-3 mutanta) bylo napipetovano 20 ml
LB média, 1 ml 20 % glukosy (findlni koncentrace 1% (w/v) a 60 pl kanamycinu a
1 ml bakterii. Suspenze se inkubovaly na tfepacce pii 37°C nez ODggo dosahlo rozmezi
0,5 — 0,6. Byly odebrany vzorky pifed indukci. Do tfi erlenmeyerovych banék bylo
nepipetovano 20 pl 0,5 M IPTG. Tyto baiky byly inkubovany pfi ttech teplotach (20°C,
25°C a 30°C). Do zbyvajicich tfech erlenmeyerovych banék byly nepipetovany rizné
objemy 0,5 M IPTG (4 ul, 20 pul a 40 ul o finalni koncentraci 0,1 mM, 0,5 mM a 1 mM).
Vzorky byly nasledné€ odebirany po 2, 4 a 24 hodinach.. Po odebrani se vzorky natedily
LB médiem na ODggo v rozmezi 0,5 — 0,6. Vzorky byly centrifugovany a supernatant
byl odstranén, pelet byl rozmichan v 50 pul 8M mocoviny a v 50 ul vzorkovaciho pufru a
zahtaty na 100 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly separovany pomoci SDS-PAGE a

vyhodnoceny.
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3.1.6 Extrakce a purifikace proteinu AtGSNOR a hot5 mutanti

Do bakterialniho peletu bylo pfidano 0,250 ml 400 mM MgCl,, 1,1 ml 500 mM
TrisHCl-pufru (pH 8,0); 0,750 ml destilované vody a 0,250 ml inhibitoru proteas
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) a cely objem byl vortexovan. Nadale bylo ptidano
2,5 ml komer¢niho roztoku B-PER. Smés byla vortexovana a nechana odstat 10 minut
pii laboratorni teploté. Po této dob¢ bylo pfidano 0,3 ml roztoku lysozymu (50 mg.ml'l)
a inkubovano pti pokojové teploté, nez vzorek zgelovatél. Po inkubaci a 1yzi bunék byl
vzorek doplnén destilovanou vodou do celkového objemu 10 ml. Bylo pfidano 20 pl
RNAsy (ug.ml™) a 10 pl DNAsy (U.ul™) a inkubovéno 30 minut na vodni lazni pfi
37 °C. Poté bylo ptidano 1,25 ml 1 M NaCl, 1,37 ml 50% glycerolu a centrifugovano 30
minut pii 12 000 g a 4 °C. Ze supernatantu byl odebran 1 ml vzorku rozpustné frakce do
Cisté mikrozkumavky a ¢ast peletu jako nerozpustna frakce pro SDS-PAGE. Zbytek
supernatantu byl pienesen na 4 kolonky HisPur™ Cobalt Spin (Thermo Scientific,
USA), kde pomoci chelata¢ni chromatografie (IMAC — Immobilized metal ion affinity
chromatography) byly purifikovany rekombinantni proteiny obsahujici His-tag.Kolonky
byly nejprve promyty 3x 5 ml ekvilibra¢niho pufru (10mM imidazol, 20 mM Tris-HCI,
pH 8,0). Po naneseni supernatantu byly inkubovany 15-30 minut pti 4 °C na rotatoru.
Nésledné byly proteiny centrifugovany 1 minutu pii 4 °C a balastni proteiny byly
uschovany. Na sorbentu se zachytily pozadované enzymy. Kolonky byly opét promyty
3x ekvilibra¢nim pufrem. Proteiny byly nyni eluovany pomoci elu¢niho pufru (250 mM
imidazol, 20 mM Tris-HCI, pH 8,0) po 30 minutové inkubaci na rotatoru pii 4 °C.
Po centrifugaci se eluce 1 uschova v ¢isté falkoné€. Postup s eluci se opakuje a nasledné
se uschova eluce 2. Kolonky se vy¢isti 3x eluénim pufrem po 15 minutach. Poté byly
promyty 3x 5 ml destilované vody, 4 ml 6M guanosidu-HCI, 5x 5 ml destilované vody a

uchovavaji se ve 4 ml 20% ethanolu.

3.1.7 Meéreni koncentrace proteinii

Koncentrace byla méfena na mikrodestickovém spektrofotometru Reader Synergy HT
(BioTek Instruments, USA) s pomoci nastavce Také 3 Multi-Volume Plate (Biotek),
ktery umoznuje aplikovat objem 2 pl. Koncentrace byla vyhodnocena za pomoci

programu GEN 5. Na mikrodestickovy systém byly napipetovany 2 ul blanku (20 mM
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Tris-HCI, pH 8), 2 ul vzorku eluce 1 a eluce 2 a zméfila se absorbance pii 280 nm. Tato
metoda je ozna¢ovana jako pfima.

Druhd metoda, kterd byla pouzita, je metoda Bradfordové, fazena mezi nepiimé
metody (Bradford et al., 1976). Pouzita Coomasie Brillint Blue G-250 se vaze na
molekulu proteinil, pficemz vznikd komplex, ktery je detekovatelny pii adsorpcnim
maximu 595 nm. Hovézi sérovy albumin (BSA) v rozsahu 0,2-1,2 mg.ml™ byl pouzit
jako standart. Z naméfenych hodnot absorbance byla sestrojena kalibra¢ni kiivka. Na 96
jamkovou mikrodesticku bylo napipetovano 45 ul destilované vody, 5 ul vzorku a 200
ul Bradfordova ¢inidla. Jako blank bylo pouzito 50 ul destilované vody. Absorbance se
m¢fila na readeru Synergy HT (Bio-Tek Instruments, USA) za pomoci programu Geneb
pii 595 nm. Hodnoty absorbance byly poté ptepocitany na celkové proteiny za pomoci
rovnice piimky ziskané z kalibra¢niho grafu y = 0,5654x + 0,0396 (Obr. 16). Za y byla

dosazena absorbance a x bylo vypo&teno jako koncentrace proteinti (mg.ml™).

Kalibracni graf BSA pro Bradfordovu metodu
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Obr. 16 Kalibra¢ni graf BSA pro Bradfordovu metodu. Zavislost absorbance na koncentraci.
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3.1.8 Stanoveni aktivity enzymu a vypocty do purifikacni tabulky
Béhem purifikac¢nich krokii byl odebran lyzat, balastni proteiny, frakce 1 a frakce 2.
S témito vzorky se poté meéfila zména absorbance za pouziti GSNO jako substratu a
NADH jako koenzymu pti 340 nm po dobu 90 s. Z rozdilu hodnot vypocitanych
na zaCatku a na konci méfeni (dA) byla vypocitand aktivita za pouziti vzorce
upraven¢ho podle Lambert-Beerova zakona:

dAV
T et

Do vzorce byl dale zaznamenan objem reakcni smési V (2 ml), délka kyvety 1 (1 cm),
excitacni koeficient € (¢ = 6 220 M'lcm'l) a Cas zaznamendni zmény absorbance t (90 s).
Dale se musela zjistit koncentrace proteini u vSech vzorkli pomoci Bradfordovy
metody. Celkova aktivita byla piepocitana pifimou umérou zobjemu 50 pul
napipetovaného vzorku na celkovy objem a ¢islo se uvedlo do purifikac¢ni tabulky.
Specifickd aktivita (nkat.mg'l) byla vypocitand jako podil celkové aktivity (nkat) a
celkového proteinu (mg). Pfimou umeérou je vypocitdn vytézek, jenz je pocitan
z celkovych proteind. Lyzat je oznacen jako 100 %. Stupen piecisténi se pfimou umérou
pocitd ze specifické aktivity. Lyzatu se pfifadi hodnota 1. Stupen pieciSténi je

bezrozmérna jednotka.

3.1.9 Stanoveni kinetickych parametri

Ke stanoveni aktivity byl pouzit spektrofotometr UV/VIS 8453 (Agilent Technologies,
USA). Kyvety byly umistény v osmikyvetovém systému s automatickym michanim a
S napojenym termostatem. Aktivita se méfila ve tfech opakovanich. Do kyvety byl
napipetovan pufr (20 mM Tris-HCI pufr pH 8,0) a rizné objemy enzymu (10, 20, 30,
40, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 ul). Reduktasova reakce probihala za pouZiti
substratu GSNO (4 mM, 200 ul) a koenzymu NADH (2 mM, 200 pl). Pii oxidasové
reakci byl pouzit substrat HMGSH (10 mM, 200 ul), pfipraveny z 10 mM GSH a
10 mM formaldehydu, a koenzym NAD™ (10 mM, 200 pl). Celkovy objem byl v kyvets
2 ml. Po ptidani substratu bylo spusténo méteni po dobu 5 minut pii absorbanci 340 nm
a 30°C. Vyhodnoceni kinetickych parametri bylo provedeno v GraphPad Prism5

programu.
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3.1.10 Teplotni optimum

Byly pouzity 0,2 ml mikrozkumavky, které byly naplnény 100 pl purifikovaného
AtGSNOR a dany do PCR termocykleru. Termocykler zahtal jednotlivé zkumavky
na riznou teplotu v rozmezi 20-70 °C po dobu 5 minut. Po této dob¢ byly ochlazeny
na4°C. Na UV-VIS spektrofotometru byla po dobu 5 minut pfi 340 nm méfena
aktivita enzymu. Do tii kyvet bylo napipetovano 1525 ul 20 mM Tris-HCI pufru pH 8,0;
75 wul enzymu, 200 pl 2 mM NADH. Kyvety byly promichany a vlozeny
do spektrofotometru. Nasledné bylo piidano 200 pl substratu 4 mM GSNO a spusténo

méfeni za soucasného michani.

3.1.11 pH optimum

pH optimum bylo méfeno na UV-VIS spektrofotometru pro substrat GSNO. M¢teni
probihalo v 150 mM Tris-HCI pufru o rozsahu pH 7,0 - 9,0 (7,0; 7,3; 7,6; 8,0; 8,3; 8,6;
9,0). Termostat byl nastaven na 30 °C. Reakce probihala ve tfech kyvetach doplnénych
1500 ul pufru, 100 pl enzymu, 200 pul 2 mM NADH a 200 ul 4 mM GSNO na celkovy

objem 2 ml. Reakce byla méfena po dobu 5 minut pii 340 nm.

3.1.12 SDS-PAGE

Pro separaci proteinii byla pouzita elektroforéza za denaturujicich podminek
V polyakrylaminovém gelu  obsahujicim  dodecylsulfait sodny (SDS-PAGE,
Laemmli, 1970).

Tab. 3 Objemy slozek gelu pro SDS-PAGE v ul. Uvedeno pro jeden gel.

Typ Destilovana ~ AA/BIS Pufr SDS TEMED  APS
gelu (%) voda (T30%, 10% (w/v)

C2,67%)
Zaostfovaci 1525 1525 625 25 5 50
(4%)**
Délici 1700 1700 1250 50 5 50
(12%)*

*1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
**0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
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Byl pfipraven 12% d¢lici polyakrylamidovy gel a 4% zaostfovaci gel (slozeni v tab.3).
Mezi skla byl vsunut hiebinek (10 jamek, Sitka 0,75 mm) a gel polymeroval aspon 30
minut pfi laboratorni teploté. Mezitim byly piichystany vzorky na elektroforetickou
separaci. 20 ul vzorku bylo smichano s 20 ul Laemmliho vzorkovaciho pufru (finalni
koncentrace: 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 0,2% bromfenolova
modf; 5% B-merkaptoethanol). Nasledné byly vzorky inkubovany na termoblotu 5-10
minut pii 100 °C a centrifugovany.

Po ztuhnuti byl gel pfenesen do elektroforetické komurky s elektrodovym pufrem
(250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH 8,3). Do jamek gelu bylo nasledné
napipetovano 20 pl vzorku a 3 pl proteinového markeru molekulové hmotnosti 8-250
kDa (Sigma). Zdroj napéti byl nastaven na 120 V a byl spustén cca na 20 minut, aby
doslo k zaostieni vzorku v zaostiovacim gelu. Po zaostfeni se zménilo napéti na 180 V a
zdroj napéti se nechal zapnuty, nez domigrovaly vzorky na konec gelu.

Nasledovalo barveni gelu pro vizualizaci proteinti vV roztoku Coomassie Brilliant
Blue R-250 (0,1% CBB R-250; 15% kyselina octova; 45% methanol) nebo v EZBlue™
Gel Staining Reagent (Sigma-Aldrich) pfes noc. Dalsi den byl roztok Coomassie
odbarven roztokem na odbarveni (40% methanol, 10% kyselina octova) a poté promyt
destilovanou vodou. Gel byl nasledné vyfocen v dokumenta¢nim systému GEL-Doc EZ
image (Bio-Rad, USA).

3.1.13 Western blot

Proteiny separované SDS-PAGE elektroforézou byly pteblotovany (Semi-dry bloting
nebo Trans-Blot Turbo pienos, Bio-Rad) z 12% déliciho gelu na nitrocelulosovou
membranu (Millipore, MA, USA). Membrana se poté obarvila Ponceau S (0,2%
Ponceau S, 10% kyselina octova) pro potvrzeni pfenosu proteind a nasledné oplachnula

Vv destilované vode.

3.1.13.1 Imunodetekce za pomoci anti-GSNOR protilatky

Pro imunodetekci GSNOR proteinu byly zvoleny dvé primarni krali¢i polyklonalni
protilatky anti-AtGSNOR (komerc¢ni, Agrisera) a anti-SIGSNOR
(Kubienova et al., 2013a) fedéné 1:1000 v 0,5% nizkotucném suSeném mléku
v TBS-Tween. Nitrocelulosovda membrana byla S primarnimi protilatkami inkubovana

ptes noc pii 4 °C. Jako sekundarni protilatka byla pouzita anti-krali¢i protilatka znacena
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alkalickou fosfatasou (1:5000 v TBS-Tween), inkubovana 1 hodinu pii pokojové teploté
a nasledn¢ 4x promyta v pufru v TBS-Tween. Pro vizualizaci byla pouzita detekcni
barva NBT-BCIP (Sigma). Vyhodnoceni bylo provedeno v dokumenta¢nim systému

Biospectrum 410 s citlivou chlazenou CCD kamerou napojenou na pocitac s programem

VisionWorks.

3.1.13.2 Imunodetekce 6xHis-tagu VAtGSNOR

Pro imunodetekci 6xHis-tagu byl pouzit SuperSignal® West HisProbe™ Kit (Thermo
Scientific). Proteiny po SDS-PAGE byly pifeneseny na nitrocelulosovou membranu,
ktera byla inkubovéna s 10 ml BSA (25mg.ml™) / TBST (25mM Tris; 0,15M NaCl, pH
7.6; 0.05% Tween®-20) po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Pak byla membrana
dvakrat promyta 15 ml TBST a dale inkubovana s 10 ml pracovniho roztoku
HisProbe-HRP protilatkou (1:5000) po dobu 1 hodiny na tfepacce. Membrana byla dale
ctyfikrat promyta 15 ml TBST po 10 minutdch. Po tomto promyti byla membrana
inkubovana se 7,5 ml substratu SuperSignal West Pico (chemiluminiscenéni roztok)
podobu 5 minut. Nasledn¢ byl chemiluminiscenéni signal zaznamenan pomoci

chemiluminiscenéniho skeneru C-DiGiT (LICOR, USA) a programu ImageStudio.

3.1.14 Stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace pro GSNOR inhibitory N6022 a GSH

Pro stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace (ICsp) byly pouzity inhibitory N6022 a GSH.
Do kyvety byl napipetovan pufr Tris-HCI (pH 8,0; 20mM), koenzym NADH (20 mM,
200 pl), inhibitor N6022 (ImM; 0,1 — 9 pl), enzym (100 pl) a nakonec substrat GSNO
(4mM, 200 pl). Pufr byl vzdy dopliovan do 2 ml. Pro inhibitor GSH byly zvoleny
objemy 3, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550 a 600 pl (20 mM), koenzym NADH (2 mM, 200 pl), pufr Tris-HCI (pH 8,0;
20mM) a nakonec substrat GSNO (4mM, 200 pl). 1Cso byla vyhodnocena v programu
GraphPad Prism5 (GraphPad Software, CA, USA).
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4. Vysledky a diskuze

S-nitrosoglutathionreduktasa, enzym fadici se mezi alkoholdehydrogenasy tiidy III
(ADH3, EC 1.1.1.1), a jeji prislusné geny byly jiz charakterizovany u lidi (hGSNOR,
Sanghani et al., 2006), A. thaliana (AtGSNOR, Sakamoto et al., 2002; Crotty, 2009),
rajéete (S. lycopersicum, SIGSNOR, Kubienova et al., 2013a) nebo z rostlinného
patogenu, a to oomycety P. infestans (PiGSNOR; Sromova, 2016). V piedkladané
bakalafské praci jsem se zaméfila na studium hot5 mutanti AtGSNOR, kteti byli
puvodné piipraveni na spolupracujicim pracovisti v laboratofich prof. Vierling
(Amherst, MA, USA), ale zatim Zz nich nebyl purifikovan rekombinantni protein
v aktivni formé& (Crotty, 2009). Vysledky studia vlastnosti, funkce a substratové
specificity hot5 mutanti AtGSNOR mohou poslouzit k lepSimu pochopeni vyznamu a
ulohy GSNOR.

4.1 Purifikace rekombinantnich proteina hot5 a WT AtGSNOR

4.1.1 Optimalizace indukce exprese AtGSNOR pomoci IPTG

Pro uc¢inngjsi expresi a produkci rekombinantnich hot5 mutanti bylo potieba zajistit
optimalni podminky Kultivace bakterialnich kultur E. coli.

Po ukonceni odbéru vzorkit AtGSNOR hot5-1 a hot5-3 se provedla SDS-PAGE
(Obr. 17, 18), pti niz byly pozorovany bandy o molekulové hmotnosti ~45 kDa svéd¢ici
0 produkci GSNOR proteinu. Nejvétsi bandy byly pozorovany po 24 hodinach
od pocatku kultivace. Jelikoz bandy pii vSech teplotaich mély podobnou velikost, byla
nadale v experimentech pouzivana teplota 20°C pro indukci exprese. Pii vyssi teploté
vstupuje ¢ast proteinit do inkluznich télisek. S frakcemi obsahujicimi inkluzni téliska
nebylo déle pracovéano z divodu neefektivni purifikace proteint. VytéZek je snizeny az
0 50% na rozdil od purifikace z cytosolické frakce (Kubienova, 2013d). Koncentrace
IPTG, ktera se dale pouzivala pro indukci exprese GSNOR, byla stanovena na 0,5 mM.

Optimalizace indukce exprese AtGSNOR-WT nebyla provedena, byly vSak
aplikovany stejné podminky (0,5 mM IPTG, 20°C) jako zji$téné u hot5 mutantd.
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Obr. 17 Optimalizace indukce exprese hot5-1 mutantu AtGSNOR pomoci IPTG. Proteiny byly
separovany na 12% SDS-PAGE gelu a barveny pomoci Coomassie. Cervenou $ipkou jsou
znazornény studované proteiny. (M) proteinovy marker ColorBurst (Sigma). Pofadi vzorkd na
gelech (A) 2h po indukci, (B) 4h po indukci, (C) 24h po indukci bylo nasledujici: (1) E. coli
suspenze pred indukci exprese, (2, 3, 4) E.coli inkubované pfi teplotach 20°C, 25°C a 30°C, (5,
6, 7) E.coli po indukci exprese s 0,1 mM, 0,5 mM a 1 mM IPTG pii 20°C. Do kazdé jamky bylo
naneseno 20 ul bakterialni suspenze pii ODggo ~ 0,5.
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Obr. 18 Optimalizace indukce exprese hot5-3 mutantu AtGSNOR pomoci IPTG. Proteiny byly
separovany na 12% SDS-PAGE gelu a barveny pomoci Coomassie. Cervenou ipkou jsou
znazornény studované proteiny. (M) proteinovy marker ColorBurst (Sigma). Potadi vzorkl na
gelech (A) 2h po indukei, (B) 4h po indukci, (C) 24h po indukci bylo nasledujici: (1) E. coli
suspenze pied indukci exprese, (2, 3, 4) E.coli inkubované pfi teplotach 20°C, 25°C a 30°C, (5,
6, 7) E.coli po indukci exprese s 0,1 mM, 0,5 mM a 1 mM IPTG pii 20°C. Do kazdé jamky bylo
naneseno 20 pl bakterialni suspenze pti ODggyo ~ 0,5.
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4.1.2 Vyhodnoceni u¢innosti purifika¢nich krokda WT a hot5 mutantia

Extrakei pomoci lysozymu byla ziskédna cytosolickd rozpustna frakce proteini, jenz
¢inila u hot5-1 a hot5-3 mutantt 25,9 ml o celkové bilkovin€ cca 17 mg a pro WT 50 mi
o celkové bilkoving¢ 1000 mg. Cytosolicka rozpustna frakce (supernatant) byla ziskana
Z bakterialni kultury E. coli o objemu 400 ml u hot5-1 a hot5-3 mutanta a objemu
800 ml u WT. Sediment s inkluznimi télisky, ktery vznikl pfi centrifugaci, nebyl nadale
vyuZivan. Supernatant byl inkubovén na centrifugagnich kolonkach HisPur'“Cobalt
Spin (chelata¢ni chromatografie), kde se zachytily proteiny nesouci hexahistidinovou
kotvu. Naslednou eluci proteint z kolonek pomoci 250 mM imidazolu byly ziskany dvé
frakce o objemu 16 ml (o celkové bilkoviné cca 2 mg) u obou mutantd a 15 ml
(0 celkové bilkoviné cca 300 mg) u WT.

U vSech vzorkil byla métfena reduktasova aktivita pro 4 mM GSNO jako substrat,
2 mM NADH jako koenzym pti 340 nm v 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0. Koncentrace
proteini byla stanovena spektrofotometricky Bradfordovou metodou pii 595 nm.
Ze ziskanych hodnot byly zhotoveny tfi purifika¢ni tabulky (Tab. 4A, 4B, 4C).

Po purifikaci bylo zjisténo, Ze pro hot5-1 mutanta byla celkova bilkovina 7,3 mg a
specificka aktivita 5 nkatmg ™ (Tab.4B). V porovnani s hot5-3 mutantem, u kterého
celkova bilkovina &ini 4,9 mg a specificka aktivita 2,9 nkat.mg™ (Tab.4C), je hodnota
specifické aktivity 1,7 x vyssi. AtGSNOR-WT vykazoval o mnoho vyssi celkovou
bilkovinu (410 mg) a o vice neZ 20x vyssi specifickou aktivitu (118,6 nkat.mg™,
Tab.4A) nez oba studovani mutanti. Bylo pfihlédnuto i k tomu, Ze enzym byl ziskan
z 2x vyssiho mnozstvi bakterialni kultury E.coli, nez bylo u obou mutanti. Podobnych
vysledkti bylo dosazeno i u hodnot vytézku purifikace. Hot5-1 mutant mél 2x vyssi
vytézek (31%), nez mutant hot5-3 (15%). WT mél vytézek 53,47%. Stupen piecisténi
byl nejvyssi u WT, kdy dosahoval ¢isla 1,48. Hot5-1 mutant mél pouze 0,7 a hot5-3
mutant 0,5 hodnotu stupné ptecisténi enzymu.

Pfi porovnani dat, které ptipadaji pro enzym SIGSNOR (specificka aktivita ¢ini 230
nkat.mg™, Kubienova et al., 2013a), ma enzym SIGSNOR o mnoho vys§i specifickou
aktivitu. V porovnani s GSNOR z Phytophthora infestans (PIGSNOR-WT) v diplomové
praci (Sromova, 2016), kde specificka aktivita ¢inila pouhych 597 nkatmg™, je
AtGSNOR-WT asi 20x aktivngjsi. Avsak mutantni GSNOR hot5-1 vykazuje podobnou

specifickou aktivitu a mutant hot5-3 az o polovinu niz§i V porovnani
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s PIGSNOR.U GSNOR v A. thalianain in vivo (Sakamoto et al., 2002) byla specificka
aktivita AtGSNOR-WT asi 50 nkat.mg™.

Tab. 4 Purifikaéni tabulka rekombinantnich A) AtGSNOR-WT B) hot5-1 mutanta AtGSNOR C)
hot5-3 mutanta AtGSNOR exprimovanych v E. coli. Purifikace metodou chelata¢ni
chromatografie na kolonkach HisPur'™ Cobalt Spin byla provedena z 800 ml kultury E. coli
u AtGSNOR-WT, z 400 ml kultury E. coli u hot5-1 mutanta AtGSNOR a z 400 ml kultury
E. coli u hot5-3 mutanta AtGSNOR. Nasledna aktivita byla stanovena pii 340 nm s 4 mM
GSNO jako substratem.

A)

Purifikacni  Celkovy Celkova Celkova Specifickd  Vytézek Stupen
krok objem (ml) aktivita bilkovina  aktivita (%) precisténi
(nkat) (mg) (nkat/mg)

Lyzat 50 91000 1135 80,2 100 1

Balastni 47 10810 381 28,3 - -

proteiny

Frakce 1 15,3 48654 410 118,6 53,47 1,48

Frakce 2 15 20970 290 72,3 23,04 0,90

B)

Purifikacni  Celkovy Celkova Celkova Specificka  Vytézek Stupen

krok objem (ml) aktivita bilkovina  aktivita (%) precisténi
(nkat) (mg) (nkat/mg)

Lyzat 25,9 116,6 16,4 7,1 100 1

Balastni 24,9 58,7 11,2 5,2 - -

proteiny

Frakce 1 16,0 36,1 7,3 5,0 31 0,7

Frakce 2 16,0 6,3 2,3 2,8 54 0,4

C)

Purifika¢ni  Celkovy Celkova Celkova Specificka  Vytézek Stupen
krok objem (ml) aktivita bilkovina  aktivita (%) precisténi
(nkat) (mg) (nkat/mg)

Lyzat 25,9 96,0 17,4 55 100 1
Balastni 249 76,5 14,1 5,4 - -
proteiny

Frakce 1 16,0 14,3 4,9 2,9 14,9 0,53
Frakce 2 16,0 6,9 2,5 2,8 7,14 0,51
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4.1.3 Stanoveni molekulové hmotnosti WT a hot5 mutanti pomoci
polyakrylamidové elektroforézy
GSNOR se ve své nativni form¢ vyskytuje jako dimer. Pomoci metody SDS-PAGE byla
stanovena piiblizna molekulova hmotnost monomeru hot5 mutantd a WT AtGSNOR, a
to~45 kDa. Jako proteinovy marker molekulové hmotnosti byl pouzit standart o rozsahu
8-250 kDa (Sigma). Na obrazcich (Obr. 19, 20) mizeme pozorovat obdobné vysledky.
Nejvyssi zastoupeni proteini Se vyskytuje v inkluznich téliskach. Vyrazné bandy lze
pozorovat i ve sloupcich 2, 6 a 7 odpovidajici vzorku kultury E. coli po indukci exprese
a vzorkiim frakce 1 a 2 po purifikaci. Dulezitym vysledkem jsou osamocené bandy
ve sloupcich 6 a 7, coz ukazuje na ucinné piecisténi enzymu pii purifika¢nich krocich.
Molekulovou hmotnost ~45 kDa monomeru GSNOR lze porovnat s nékolika
studiemi. V bakalarské praci (Roubalova, 2015), rekombinantni enzym PiGSNOR
vykazoval podobnou hodnotu molekulové hmotnosti. Stejny vysledek byl publikovan
pro rekombinantni GSNOR S. lycopersicum (Kubienova et al., 2013a) a rekombinantni
GSNOR z A. thaliana (Sakamoto et al., 2002).

AtGSNOR-WT
kba M 1 2 3 4 5 6 7

100
60
45

30
20

Obr. 19 SDS-PAGE celektroforéza AtGSNOR-WT pro stanoveni molekulové hmotnosti.(M)
proteinovy marker molekulové hmotnosti (Sigma), (1) suspenze E. coli pted indukci exprese,
(2) suspenze E.coli po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG, (3) cytosolicka rozpustna frakce,
(4) inkluzni téliska, (5) balastni proteiny, (6) prvni frakce AtGSNOR po purifikaci, (7) druha
frakce AtGSNOR po purifikaci.
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(A) hot5-1 mutant (B) hot5-3 mutant
kDa M1 2 3 4 5 6 7 M1 2 3 4 5 6 7

Obr. 20 SDS-PAGE elektroforéza hot5 mutantit AtGSNOR pro stanoveni molekulové
hmotnosti.(M) proteinovy marker molekulové hmotnosti (Sigma), (1) suspenze E. coli
pied indukci exprese, (2) suspenze E.coli po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG, (3)
cytosolickd rozpustna frakce, (4) inkluzni téliska, (5) balastni proteiny, (6) prvni frakce
AtGSNOR po purifikaci, (7) druha frakce AtGSNOR po purifikaci.

4.1.4 Imunodetekce His-tagu a GSNOR proteinu metodou Western blot

Pro potvrzeni piitomnosti hexahistidinové kotvy Vv rekombinantnich proteinech byla
provedena imunodetekce His-tagu pomoci komeréniho kitu (SuperSignal® West
HisProbe™ Kit). Vysledek potvrdil pfitomnost této kotvy ve vzorku kultury po indukci,
ve frakci 1 a frakci 2 u AtGSNOR-WT i u obou hot5 mutantd (Obr. 21A, 22A).
Histidinova kotva vyuzivana pro chelata¢ni chromatografii nebyla z proteinu odStépena.

Imunodetekce hladiny GSNOR proteinu u hot5 mutanti (Obr. 22) byla prokazana
zapomoci dvou protilatek, a to vlastni anti-SIGSNOR pfipravené v laboratofich
Katedry biochemie a komer¢ni anti-AtGSNOR (Agrisera). Protilatka anti-SIGSNOR
byla jiz pouzita pfi imunodetekci SIGSNOR (Kubienova et al.,2013a), PIGSNOR
(Sromova, 2016; Roubalova, 2015) a GSNOR ze L.sativa a B. oleraceae (Ticha, 2013).
Byla prokazana jeji vysoka specifi¢nost pro vSechny vyse zminéné organismy, i kdyz
napf. zkoumany enzym PiGSNOR ma miru shody aminokyselinové sekvence
s SIGSNOR 63%. I piesto bylo dosazeno dobré miry imunodetekce. Mira shody
aminokyselinové sekvence SIGSNOR s GSNOR z Arabidopsis thaliana ¢ini 90%.
Pro AtGSNOR-WT byla pouzita pouze anti-SIGSNOR protilatka (Obr. 21B), kde se

taktéz prokazala vysoka specificnost.
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AtGSNOR-WT
1 2 3 4

(A) T S —

(B) |

Obr. 21 Imunochemicka detekce His-tagu a GSNOR v AtGSNOR-WT. (A) Detekce piitomnosti
hexahistidinové kotvy v rekombinantnim proteinu pomoci HisProbe-HRP protilatky (Thermo
Scientific), (B) imunodetekce GSNOR proteinu pomoci vlastni anti-SIGSNOR protilatky
(1:1000). Poradi vzorki: 1 — suspenze E. coli pied indukci exprese, 2 — suspenze E.coli
po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG, 3 — prvni frakce AtGSNOR po purifikaci, 4 - druha
frakce AtGSNOR po purifikaci. Do kazdé jamky bylo nanaseno 20 pl vzorku (5 pg proteinu).

hot5-1 mutant hot5-3 mutant
1 2 3 4 1 2 3 4

B —

- -

—

(B) e —

(C)+.-_—.

Obr. 22 Imunochemicka detekce His-tagu a GSNOR v hot5 mutantech AtGSNOR. (A) Detekce
ptitomnosti hexahistidinové kotvy v rekombinantnim proteinu pomoci HisProbe-HRP protilatky
(Thermo Scientific), (B) imunodetekce GSNOR proteinu pomoci vlastni anti-SIGSNOR
protilatky (1:1000), (C) imunodetekce GSNOR proteinu pomoci komeréni anti-AtGSNOR
protilatky (1:1000, Agrisera). Pofadi vzorki: 1 — suspenze E. coli pfed indukci exprese,
2 - suspenze E.coli po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG, 3 — prvni frakce AtGSNOR po
purifikaci, 4 — druha frakce AtGSNOR po purifikaci. Do kazdé jamky bylo nanaseno 20 pl
vzorku (5 pg proteinu).

—

4.2 Charakterizace rekombinantnich hot5 mutanti AtGSNOR in vitro

4.2.1 pH optimum
Aktivita enzymu je zavisla na pH. pH je tudiz dilezitym Cinitelem pii ovliviiovani
enzymové reakce. Pro stanoveni pH optima byl pouzit GSNO jako substrat a 150 mM
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pufr Bis-Tris v rozsahu pH 5,5-7, pufr Tris-HCI v rozsahu pH 7-9 a 150 mM pufr
glycin-NaOH v rozsahu pH 9-9,5. Zavislost reaktivni aktivity na pH je znazornén
na obr. 23. Enzymy hot5-1 a hot5-3 z A. thaliana vykazovaly nejvyssi aktivitu pii pH
7,55 a 7,48 (Tab.5). V porovnani s WT bylo pH optimum hot5 mutantii posunuto vice
do kyselejsi oblasti. WT dosahoval hodnoty pH optima 7,93. Hodnota WT se piiblizuje
hodnot¢ pH 8, coz se shoduje sjiz publikovanymi daty: enzymem GSNOR
z Pichia pastoris (Uotila a Koivusalo, 1981), s lidskou GSNOR (Jelski et al., 2007),
s SIGSNOR z rostliny S. lycopersicum (Kubienova et al., 2013a), s GSNOR z rostliny
hrachu (Uotila a Koivusalo, 1979) a s GSNOR z kukufice (Wipperman et al., 1999).
Niz81 maxima pH optima obou mutantli mizou souviset s destabilizovanym nébojem.
Hot5-1 mutant mé destabilizovany ndboj po vlozeni lysinu namisto kyseliny glutamové,
coz zpusobuje ptebyvajici kladny naboj a pravdépodobné zpusobuje pii vysSim pH
strukturni a funkéni zmény, které vedou k niz§i aktivité enzymu. Hot5-3 mutant je
obdobn¢ jako hot5-1 mutant ovlivnén nepatiicnym kladnym nabojem. Ve struktuie

ptibude kladny naboj po vloZeni argininu namisto malé molekuly glycinu.
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Obr. 23 Stanoveni pH optima hot5 mutanti a AtGSNOR-WT pro substrat GSNO. Méteni bylo
realizovano ve 150mM Bis-Tris pufru, ve 150 mM Tris-HCI pufru a ve 150 mM glycin-NaOH
pufru za pouziti 4 mM GSNO pii 340 nm a 30°C.
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4.2.2 Teplotni optimum

Pro AtGSNOR-WT bylo naméfeno teplotni optimum pii 46,8°C. Pro oba zkoumané
mutanty bylo ureno teplotni optimum okolo 40°C (Tab. 5). To opét souvisi
s destabilizaci naboje obou mutanti a se strukturnimi zménami. VIiv na posunuti
maxima teplotniho optima hot5 mutantt do niz$ich hodnot mize mit i ten fakt, Ze tito
mutanti jsou citlivi na teplo a maji snizenou schopnost aklimatizace na vysoké teploty.
V porovnani s enzymy SIGSNOR, BoGSNOR a LsGSNOR, u kterych se teplotni
optimum pohybuje okolo 50°C (Kubienova, 2013d), je teplotni optimum o 10°C nizsi a
v porovnani s GSNOR z kukufice (45°C) o 5°C nizsi (Wipperman et al., 1999).
V porovnani s teplotnim optimem lidské GSNOR (25°C), ktera souvisi s fyziologickou
teplotou, bylo teplotni optimum mutantt asi o 15°C vyssi (Jelski et al., 2007). Zavislost

relativni aktivity na teploté je zaznamenana na obr. 24.
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—_ | - hot5-1
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— 80 * hot5-3
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Obr. 24 Stanoveni teplotniho optima hot5 mutanti a AtGSNOR-WT pro substrat GSNO.
Aktivita byla méfena v 20 mMTris-HCI pufru, pH 8,0 za pouziti 4 mM GSNO pti 340 nm a
30°C.
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Tab. 5 Hodnoty pH a teplotniho optima pro WT a hot5 mutanty AtGSNOR. Vyhodnoceni
kinetickych parametri bylo provedeno v GraphPad Prism5 programu.

pH optimum teplotni optimum
WT 7,93 46,8 °C
hot5-1 7,55 39,7°C
hot5-3 7,48 40,5°C

4.2.3 Substratova specificita a stanoveni kinetickych parametra

Substratova specifita rekombinantni AtGSNOR-WT a obou mutanti byla méfena
pro substraty =~ GSNO s koenzymem NADH (reduktasova aktivita) a HMGSH
s koenzymem NAD" (dehydrogenasova aktivita).

Pfi porovnani dehydrogenasové a reduktasové aktivity u AtGSNOR-WT byla
oznacena rychlost redukce GSNO jako 100 % relativni enzymové aktivity. Relativni
enzymova aktivita substratu HMGSH vztaZzena na GSNO byla o mnoho niZsi, cca 5%
(Obr. 24A). Nasledn¢ se tedy kinetické parametry (Kya Viim) V této praci stanovovaly
pouze pro nejlepsi substrat GSNO, 1 kdyz GSNOR vykazuje Sirokou substratovou
specificitu. Mutant hot5-1 vykazoval relativni enzymovou aktivitu cca 25% a
mutant hot5-3 cca 15% pro GSNO jako substrat (Obr. 25B) v porovnani s WT. ADH I
(GSNOR) na rozdil od ADH 1 preferuji jako substraty velké molekuly jako GSNO,
o-hydroxymastné kyseliny a alkoholy s delsim fetézcem s poctem uhliku 4 a vice, které
jsou odbouravany mnohem efektivnéji (Staab et al., 2009) nez napf. ethanol u ADH 1.
Tato zavislost byla prokazana u lidské GSNOR (Sanghani et al., 2002) a SIGSNOR
(Kubienova et al., 2013a).

Vysledky méfeni kinetickych parametrt Michaelisovy konstanty K, a limitni
rychlosti Vjim jsou zaznamenany v grafu zavislosti reak¢ni rychlosti na koncentraci
substratu GSNO (Obr. 26). Ze satura¢nich hyperbolickych kiivek byly tyto parametry
vypocitany v programu GraphPad Prism5. AtGSNOR-WT vykazoval K, = 82,6 uM a
limitni rychlost 156,8 nkat.mg™. Mutant hot5-1 m&l podobnou Ky, = 87,3 uM, avsak
limitni rychlost byla vice nez 20x nizsi (6,7 nkat.mg™). Mutant hot5-3 mél dvakrat
vétsi Ky = 1852 puM nez hot5-1 a WT a limitni rychlost 4,2 nkatmg™ (Tab. 6),
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vykazuje tedy daleko niz$i afinitu k GSNO, ktery je pro AtGSNOR-WT a mutanta
hot5-1 daleko lep$im substratem nez pro hot5-3.

Pii porovnani s enzymem SIGSNOR (K, = 57 uM) a BoGSNOR (K, = 53 uM) je
Km AtGSNOR-WT a hot5-1 mutantu asi 1,5x vyssi (Kubienova et al., 2013d). Ky,
mutantu hot5-3 je asi 3,2x vyssi. Ky lidské GSNOR (27 uM, Fernandez et al., 2003)
je asi 3x nizsi nez K, AtGSNOR-WT a hot5-1 mutanta a az 7x nizsi nez K, mutanta
hot5-3. V diplomové praci Sromové (2016) jsou hodnoty Ky, enzymu PiGSNOR-WT
(Km = 81 uM) obdobné jako K, AtGSNOR-WT a hot5-1 mutanta.

(A) (B)
120 120
r— — Bl GSNO
52 100 52 100+
= s B HMGSH
s 80 3 80
< 60- X 60-
= Z
2= 40+ = 40
5 8
8 204 S 20
0- 1 0-
GSNO HMGSH WT hot5-1 hot5-3

Obr. 25: Porovnani substratové specificity testovanych proteind. (A) Porovnani relativni
aktivity AtGSNOR-WT se dvéma substraty. Aktivita AtGSNOR-WT pro GSNO byla vzata jako
100 %. Aktivita byla méfena s 0,4 mM GSNO a 1 mM HMGSH jako substraty v Tris-HCI pufru
pH 8,0 pti 30°C. (B) Porovnani aktivity AtGSNOR mezi hot5 mutanty se dvéma substraty, kdy
pro kazdy z nich byla aktivita AtGSNOR-WT vzata jako 100 %. Reduktasova aktivita byla
méfena s 4 mM GSNO jako substratem a dehydrogenasova aktivita byla méfena s 1mM
HMGSH jako substratem.
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Obr. 26 Saturacni kiivky hot5 mutantit AtGSNOR a AtGSNOR-WT (A, B) pro reduktasovou
reakci (grafy A a B jsou totozné, pouze sjinym rozliSenim hodnot na ose y). Aktivita
pro substrat GSNO byla métena v 20 mMTris-HCI pufru, pH 8,0 pti 340 nm a 30°C.
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Tab. 6 Kinetické parametry reduktasové reakce AtGSNOR pro substrat GSNO.Vyhodnoceni
kinetickych parametrt bylo provedeno v GraphPad Prism5 programu.

AtGSNOR pH koenzym Km (@M)  Viim(nkat.mg™) z/r"e”l‘gf’;
WT 8,0 NADH 82,6 156,8 1,0
hot5-1 8,0 NADH 87,3 6,7 0,04
hot5-3 8,0 NADH 185,2 4,2 0,012

4.2.4 Stanoveni ICso pro GSNOR inhibitory N6022 a GSH

Stanoveni hodnoty [Csy bylo ziskdno 1z grafu zavislosti residualni aktivity
na koncentraci vybranych inhibitord N6022 a GSH (Obr.27) s 0,4 mM GSNO jako
inhibitory GSNOR (Staab et al., 2009). Ve studii byl pouzit GSH jako substratovy
analog GSNO a poté novy a velmi perspektivni inhibitor N6022, ktery ma potencial
v 1é¢b¢ astmatu (Green et al., 2012). SilngjSim inhibitorem se pro AtGSNOR ukazal
N6022, ktery inhiboval jiZz v mikromoldrnich koncentracich na rozdil od GSH, ktery
inhiboval vfadu milimold (Tab. 7). Inhibi¢ni koncentrace inhibitoru GSH byla
uenzymu AtGSNOR-WT 2x vétsi (3,9 mM) nez u obou zkoumanych mutantl
(~2mM). Pro inhibitor N6022 bylo porovnani hodnot o néco rozdilngjsi.
U AtGSNOR-WT byla hodnota 1Csp 1,5x vy$si nez u mutanta hot5-1 a 2x vyssi nez
umutanta hot5-3. Ztabulky 7 lze vycist, Ze oba vybrané inhibitory inhibuji
hot5 mutanty v ramci inhibi¢niho u¢inku efektivnéji nez AtGSNOR-WT.

Pti porovnani dat studovanych enzymi AtGSNOR s enzymy GSNOR z literatury se
ukazuji podobné inhibi¢ni koncentrace 1Csy pro GSH u enzymt SIGSNOR, BoGSNOR
a LsGSNOR, u kterych hodnoty €inily 3,9 mM; 3,2 mM a 2,3 mM. Naopak inhibi¢ni
koncentrace 1Cso pro N6022 byly u enzymi AtGSNOR asi 10x vys§i nez u enzymi
SIGSNOR, BoGSNOR a LsGSNOR s hodnotami 300 nM, 321 nM a 370nM
(Kubienova, 2013d). Inhibiéni koncentrace ICsp pro GSH u enzymu PiGSNOR
v diplomové praci Sromové (2016) se pohybuji v taktéz v rozsahu milimolarnich
koncentraci (~5 mM), coz je v porovnani s hot5 mutanty asi 2,5x vy$$i. Inhibiéni

koncentrace u N6022 byly pro enzym PiGSNOR stanoveny Vv rozsahu mikromold
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(15 uM), coz je asi 4,5x vyssi nez pro AtGSNOR-WT a 5x vyssi u hot5-1 mutantu a 7x
vyssi u hot5-3 mutantu.
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Obr. 27 Zavislost koncentrace inhibitoru glutathionu (A) a N6022 (B) na residualni aktivité
AtGSNOR-WT a jejich hot5 mutanti. Kinetické parametry byly méfeny s 4 mM GSNO jako
substratem v 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0 pii 30°C.

Tab. 7 Stanoveni ICsy vybranych inhibitort AtGSNOR. Kinetické parametry byly
méfeny S 4 mM GSNO jako substratem v 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0 pii 30°C.

1Cso
inhibitor WT hot5-1 hot5-3
GSH 3,9 mM 2,1 mM 1,8 mM
N6022 4,3 uM 3,1 uM 2,2 uM
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5. Zavér

vvvvvv

GSNOR z Arabidopsis a jejich dvou hot5 mutantt, jsou:

Byla tspésné optimalizovana doba a teplota indukce i nasledné exprese
AtGSNOR hot5-1 a hot5-3 pomoci IPTG. Poté byly purifikovany rekombinantni
AtGSNOR proteiny nesouci 6xHis-tag na N-konci za nativnich podminek

pomoci chelata¢ni chromatografie.

AtGSNOR se vyskytuje jako dimer. Byla stanovena molekulovd hmotnost
podjednotky (monomeru) na ~45 kDa pomoci SDS-PAGE elektroforézy u WT

i hot5 mutantu.

Imunodetekci pomoci Western blotu byla potvrzena ptitomnost His-tagu
v rekombinantni AtGSNOR a taktéz byl detekovan GSNOR protein po aplikaci
anti-GSNOR protilatky.

Stanovené pH optimum a teplotni stabilita ukazaly niz$i hodnoty u hot5 mutantt
oproti WT, pravdépodobné z ditvodu destabilizace naboje a strukturnich zmén

Vv molekulach mutantt.

Byly stanoveny kinetické parametry (Kpy, Viim) AtGSNOR-WT a hot5 mutant
pro substrat GSNO. Mutant hot 5-1 m¢l dvakrat vyssi hodnotu Ky nez mutant
hot 5-3 a AtGSNOR-WT.

Testované inhibitory GSH a N6022 vykazovaly u AtGSNOR-WT a

hot5 mutantl rozdilné hodnoty 1Cxs.
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7. Seznam pouzitych symboli a zkratek

ADH |
ADH Il
AtGSNOR
B-PER
BoGSNOR

cPTIO
DM
FALDH
GSH
GSNO
GSNHON
GSNOR
GSONH2
GSOOH
GSSG
HA
hGSNOR
HMGSH
HPLC
Hsp
IMAC
IPTG
LsGSNOR
MRNA
N2O3
N6022

NH,OH
NiNOR
NR

Alkoholdehydrogenasa |

Alkoholdehydrogenasa 11

Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa z Arabidopsis thaliana
Bacterial Protein extraction Reagent

Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa z Brassica oleracea var.
botrytis

(2- (4-karboxyfenyl) -4,4,5,5-tetramethyl-imidazolin 11-oxy-3-oxid)
Pfim4 mutageneze

Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa

Glutathion

S-nitrosoglutathion

N-hydroxysulfinamid

S-nitrosoglutathionreduktasa

Glutathion sulfonamid

Glutathionsulfinové kyselina

Glutathiondisulfid

Hydroxylamin

Lidska S-nitrosoglutathionreduktasa

S-(hydroxymethyl)glutathion

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Protein tepelného Soku

Immobilized metal ion affinity chromatogramy
Isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

Rekombinantni GSNOR z Lactuca sativa UCDM2

Mediatorova RNA

Oxid dusity
3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-
pyrrol-2-yl)propionova kyselina

Hydroxylamin

Nitrit:NO oxidoreduktasa

Nitratreduktasa

66



NO
NOALl
NOS
nsHbs
Oy
ODgoo
ONOO

ONOOCO,

ONOOH
PAs
RNS
ROS

RS
RSNO
SA

SAR
SDM
SDS
SDS-PAGE

SIGSNOR

T-DNA
TEMED
™

WT
XOR

Oxid dusnaty
NO-asociovany protein 1
NO-synthasa
Nesymbioticky hemoglobin
Superoxid

Opticka densita pti 600 nm
Peroxodusitan
Nitrosoperoxykarbonat
Kyselina peroxodusitanova
Polyamin

Reaktivni formy dusiku
Reaktivni formy kysliku
Restrik¢éni endonukleasa
S-nitrosothiol

Salicylova kyselina

Systémové ziskana aktivni rezistence

Mistné fizend mutageneze

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu

sodného

Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa ze Solanum lycopersicum

cv. Amateur

Transferova deoxynukleova kyselina

N, N - tetramethylendiamin

Transpozonova mutageneze

Divoky typ
Xanthonoxireduktasa
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