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Abstrakt

Teplotniho stres (TS) plsobici na rostlinu spousti aktivaci obranného mechanismu
(RNS) a kysliku (ROS). Nejvétsi vyznam mé molekula oxidu dusnatého (NO), ktera je
schopna prostfednictvim S-nitrosylace modulovat cilové proteiny v ramci obranné
reakce. Touto reakci vznikaji S-nitrosothioly (RSNO), které jsou regulovany
denitrosyla¢nimi enzymy S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) a
thioredoxinreduktasou (TrxR). Dale vznikaji polyaminy (PA) a typickym znakem pro
TS je zvySend produkce heat shock proteinti (Hsp).

Cilem diplomové prace bylo studium metabolismu PA a RNS v reakci na kratkodobé (2
h) a dlouhodobé (24 h) piisobeni TS pti 45°C. Déle byla studovéana produkce Hsp70.
Pro studium byly pouzity extrakty z nadzemni ¢asti dvou genotypti hrachu setého (P.
sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset) liSici se odolnosti vii¢i nékterym
patogentim. Hladina PA byla zna¢né zvySena u P. sativum cv. Twinset, zejména Put a
Spm. U P. sativum cv. Kudrna¢ bylo pozorovano zvyseni produkce Spd. Obsah RSNO
se u P. sativum cv. Kudrna¢ zvysil pouze po 2 h, poté byl pozorovan pokles. U P.
sativum cv. Twinset byla nejvyssi hladina RSNO pozorovana po 24 h. Aktivita GSNOR
a TrxR se u obou genotypt vystavenych dlouhodobému TS postupné zvySovala a po 24
h byla nejvyssi. Znaéné zvySeni obou denitrosyla¢nich enzyml bylo zaznamenano
zejména u P. sativum cv. Kudrnac¢. Produkce Hsp70 byla vlivem plisobeni TS mirné
zvysend po celou dobu experimentu u obou genotypii hrachu. Moznost S-nitrosylace
proteint je nutné potvrdit pomoci metody biotin switch.
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Abstract

Exposure of temperature stress (TS) triggers activation of defense mechanism in the
plants, which include signalling molecules, such as reactive nitrogen (RNS) and oxygen
(ROS) species. The most important role plays nitric oxide (NO), which can modulate
target proteins via S-nitrosylation in stress response. This reaction results in forming of
S-nitrosothiols regulated by denitrosylation enzymes S-nitrosoglutathion reductase
(GSNOR) and thioredoxin reductase (TrxR). The polyamines (PA) are also produced
and a typical sign for TS is elevated production of heat shock proteins (Hsp).
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Cile prace
V teoretické casti je cilem diplomové prace vypracovani literarni reSerSe zaméfené

na charakterizaci:

1) obrannych mechanismu aktivovanych teplotnim stresem

2) reaktivnich forem kysliku a dusiku se zaméfenim na regulaci prostfednictvim
S-nitrosylace

3) rostlinnych regulatorti zapojenych do obrany proti teplotnimu stresu (polyaminy
apod.)

4) heat shock proteini

5) enzymil metabolismu oxidu dusnatého a jejich zapojeni v obrannych reakcich

rostlin

V experimentalni ¢asti je cilem prace studium vlivu teplotniho stresu u hrachu setého na:
1) hladinu polyamint
2) aktivitu enzymu thioredoxinreduktasy a S-nitrosoglutathionreduktasy
3) intenzitu S-nitrosylace

4) produkeci heat shock proteinu 70



1 UVOD

Rostliny jsou b&hem svého Zivota neustdle vystavovany stresovym podminkdm
ovliviiyjicim jejich rist a vyvoj. Na tyto podminky si rostliny béhem evoluce vyvinuly
mnoho adaptacnich mechanismt, diky kterym jsou schopny piezit. V obrané proti
biotickému ¢i abiotickému stresu hraji diilezitou roli reaktivni formy kysliku (ROS) a
dusiku (RNS). Jedna se o signalni molekuly Gcastnici se mnoha fyziologickych procest
v rostling, nicméné jejich nadmérna akumulace plsobi toxicky a mize vést az ke vzniku
nitro-oxida¢niho stresu vedouciho az kuhynu celé rostliny. Klicovou roli zastava
molekula oxidu dusnatého (NO), kterd je schopna prostfednictvim posttranslacnich
modifikaci (PTM) v rdmci signalni drahy modulovat funkci cilovych proteinti. Mezi tyto
PTM patii napt. metalonitrosylace, kdy dochézi k vazbé NO na piechodné kovy, dale
nitrace, pfi které je NO vazan na tyrosinové jadro proteinu a posledni velmi vyznamnou
PTM je S-nitrosylace, pfi které dochazi k vazbé NO na cysteinové residuum proteinu.
Urovenr proteinové S-nitrosylace je regulovana dvéma klicovymi enzymy:
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR) vyuzivajici kofaktor NADH
a thioredoxinreduktasou (TrxR) vyuzivajici thioredoxin a NADPH. Tyto denitrosylasy
zabrafuji nadmérné akumulaci RSNO a jejich negativnim dopadiim na rostlinu rostouci

za fyziologickych ¢i stresovych podminek (Hess a Stamler, 2012).

Jednim z kritickych abiotickych stresovych faktori dnesni doby spojené s globalnimi
zménami klimatu je vysoka teplota ovliviiujici mimo jiné produktivitu a kvalitu plodin.
V ramci fyziologickych procestt ma teplotni stres (TS) plsobici na rostlinu v zavislosti
na intenzité a dob€ plisobeni negativni vliv na fotosyntézu a fotorespiraci. Dochazi také
ke zvysené produkci ROS vedouci k oxida¢imu poskozeni membran, nukleovych kyselin
a proteint. TaktéZz dochazi k akumulaci RNS, jejichz mnozstvi musi byt regulovano pro
pteziti rostliny. STS je spojena i nadmérnd produkce heat shock proteini (Hsp)
napomahajici pfi stresovych podminkach opétovnému skladani proteint (Li et al., 2018).
V neposledni fad¢€ je zndmo, ze pii stresu dochéazi ke zvysené produkci polyamina (PA)
ucastnicich se obrannych reakei v disledku pasobeni stresovych faktorii a podilejici se
na vyvoji termotolerance u rostlin. Katabolismus PA zajist'uji enzymy polyaminoxidasy
(PAO), diaminoxidasy (DAO) a nakonec aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH)
(Hussain et al., 2011).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Obranné reakce rostlin na abioticky stres se zamérenim na

teplotni stres

Rostliny jsou béhem svého zivotniho cyklu neptetrzité vystavovany mnoha stresovym
podminkam, jako je salinita, extrémni teploty, sucho, t¢zké kovy, UV zateni ¢i ozon. Tyto
podminky ovliviiuji fadu fyziologickych, biochemickych a molekularnich procesii
vedoucich k negativnim dopadiim na rlst a vyvoj celé rostliny a také na jeji produktivitu.
Jako prisedlé organismy se rostliny musi spolehnout na signdlni mechanismy,
aby pfizpUsobily svij rist, tvar a metabolismus neustalym zménam v jejich prostiedi.
V ptirodé nedochazi k pisobeni pouze jednoho stresu. Napft. teplotni stres (TS) je spojen
Casto s vysokou davkou svétla, ale také usnadnuje Sifeni skiidci a patogentl, coz vede
k dramatickym produkénim ztratdm. Mezi reakce rostliny na teplo patii otevirani
praducht, aby doslo k Gitlumu narGstu teploty, zatimco pii reakci na sucho musi dojit
k zavieni praduchti, aby se zabranilo nadmérné ztraté¢ vody. V rostlin€ se tedy odezva
na stresové podminky znacné li§i dle kombinace strest. Bylo zjisténo, ze 61 % genl
indukovanych kombinovanym stresem nebylo indukovano zadnym z jednotlivych
stresovych faktorti (Rasmussen et al., 2013). Pfi pusobeni abiotického stresu dochazi
k akumulaci reaktivnich forem dusiku a kysliku (RNS a ROS), které pii vysokych
hladinach ptsobi toxicky a mohou vést ke vzniku oxidacniho a/nebo nitrosacniho stresu
vedouctho az k poskozeni bunéénych struktur ¢i dokonce uhynu rostliny
(Krasensky-Wrzaczek a Kangasjarvi, 2018). Proto si rostliny béhem své evoluce vyvinuly
fadu adaptacnich mechanismi véetné antioxidac¢nich obrannych systémt (Gill a Tuteja,

2010a).

Jednim z hlavnich abiotickych stresovych faktort pattici do globalnich zmén klimatu
je vysoka teplota. TS negativné ovlivituje vegetativni i reprodukéni rust rostliny, nicméné
mira jeho efektu zavisi na intenzité a rychlosti zvySeni teploty a jeho dobé plsobeni
na rostliny (Li er al., 2018). Uéinek vysokych teplot se u rtiznych druhii rostlin lisi
a dokonce zalezi i na jejich vyvojovém stadiu. Obecné je reprodukéni faze na stres
citlivgj$i, coz ma za nasledek znacné snizeni vytézku. Jednim =z nejcitlivéjSich
fyziologickych procesti na TS je fotosyntéza. Dochazi k rychlé inhibici v diisledku zmény
vnitini struktury chloroplastt, inaktivace enzymu

ribulosa-bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (RUBISCO), snizeni mnozstvi



fotosyntetickych pigmentl a poskozeni fotosystému II (Allakhverdiev et al., 2008; Dutta
et al., 2009). Pti TS je ovlivnéna také syntéza Skrobu a sachardzy sniZzenim aktivity
ptislusnych enzymd, jako je invertasa, sacharosafosfatsynthasa
a ADP-glukosapyrofosforylasa (Vu et al., 2001). Akumulace ROS je dalsi hlavni
bunécnou odpoveédi na TS v rostlinach. Pokud je v buiice hladina ROS vysoké, mize dojit
k oxida¢nimu poskozeni narusenim membran, proteini, RNA a DNA, coz vede az
k programované bunécné smrti (Petrov et al., 2015). Ackoli jsou vysoké hladiny ROS
pro buiiky Skodlivé, nizsi hladiny ROS, zejména H>O», hraji z4sadni roli pfi regulaci
vyvoje termotolerance rostlin (Wang et al., 2014). V ramci regulace stresové odpoveédi
mohou ROS interagovat s dal$imi signalnimi molekulami napt. s NO, coz je dalsi volny
radikdl produkovany v odpovédi na TS. Stejné jako ROS je NO vysoce reaktivni
a schopny posttranslaéné modifikovat proteiny a to prostfednictvim napft. S-nitrosylace.
Tato modifikace mize regulovat stabilitu, subcelularni lokalizaci a aktivitu cilovych
proteinl, coz mize vést ke zméndm v genové expresi (Tada et al., 2008; Hussain et al.,
2016). Piiptsobeni TS rostliny akumuluji také H»S, ktery je produkovan enzymy
L-cysteindesulfhydrasou a D-cysteindesulthydrasou, jejichz aktivity mohou byt
pusobenim TS regulovany (Chen et al., 2016). Predpoklada se, ze H»S reguluje odpovédi
na stres prostfednictvim NO a ROS signalizace a je taktéz zahrnuty ve vyvoji
termotolerance rostlin (Hancock a Whiteman, 2016). Dale mohou vysoké teploty zptsobit
nespravné skladani a denaturaci proteintl. Spatné slozené proteiny jsou vysoce toxické,
protoze mohou vytvafet agregity a branit tak normalnim bunéénym aktivitam.
Dtsledkem je zvySend produkce specifickych proteinii zvanych heat shock proteiny
(Hsp), které pomahaji znovu proteiny slozit. Pokud tyto proteiny nejsou slozeny, jsou
podrobeny degradaci pomoci ubiquitin-proteazomového systému nebo autofagie (Sugio

etal.,2009; Amm et al., 2014).

2.1.1 Reaktivni formy dusiku

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny mnoha stresovym podminkam, na které se
musi adaptovat pro své pieziti. Za Gcelem tvorby piislusné odpovédi na stres dochazi
k pfenosu stresového signalu v buiikach prostiednictvim ROS a RNS. Mezi RNS fadime
radikal NO a molekuly od néj odvozené, jako napt. peroxydusitan (ONOO"), vyssi oxidy
dusiku (N203, N2Os, NO2) a S-nitrosothioly (RSNO). Pfemény RNS jsou znazornény
na Obr. 1. Obecné hraji RNS dulezitou roli v mnoha fyziologickych procesech
v zivo¢isnych a rostlinnych bunkéch. (Corpas et al., 2007a; Umbreen et al., 2018).
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RSNO, zejména S-nitrosoglutathion (GSNO), maji dilezitou roli v biochemii NO. GSNO
je vyuzivan v zivém organismu jako zasobni a transportni molekula NO. V této
souvislosti je proces S-transnitrosace povazovan za hlavni mechanismus biologickych
ucinki RSNO (Singh et al., 1996). V disledku toho se RSNO mohou podilet
na posttransla¢nich zménach bunééné signalizace za fyziologickych i fytopatologickych
podminek. U rostlin vystavenych stresovym podminkdm je zndm termin oxidacni stres
popisujici bunécné poskozeni zptusobené nadprodukci ROS a termin nitrosacni stres
popisuje podobné procesy zplisobené RNS. Za specifické situace milize rostlina
nitrosacnimu stresu podlehnout, nebot” dochazi k nekontrolovatelné syntéze NO a
produkti odvozenych od NO, coz miize plsobit toxicky na celou rostlinu. Ze studii je
povazovan jako spolehlivy marker, ktery zna¢i indukci nitrosa¢niho stresu, nartst

tyrosinové nitrace proteinti (Corpas et al., 2008a).
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Obr. 1 Schematické znazormnéni piemény reaktivnich forem dusiku (RNS) (ptevzato
z Tharmalingam et al., 2017).




2.1.1.1 Oxid dusnaty

NO je plynny volny radikal s relativné kratkou Zivotnosti in vivo (méné nez 10 s). Jedna
se o lipofilni radikal se schopnosti volné difundace pfes bunécné membrany a stejné tak
ptes cytoplasmu. Pfitomnost neparového elektronu zajist'uje jeho vysokou reaktivitu. NO
muze reagovat s kyslikem ¢i kyslikovymi radikaly v jejich oxidované nebo redukované
formé¢ za vzniku reaktivnich derivatt (Brown, 2007). Interaguje také s Sirokou skalou
biomolekul, jako jsou proteiny, lipidy ¢i nukleové kyseliny, coz mtze vést k pfechodné
¢i trvalé modifikaci jejich aktivity a/nebo funkce v biologickych systémech. NO muize
reagovat s glutathionem (GSH) za vzniku stabilnéjstho GSNO, ktery je povazovan
za hlavni bunécny rezervoar NO (Stamler et al., 1992; Gow a Ischiropoulos, 2001). NO
je schopny generovat nékolik forem dusiku souhrnné oznacovanych jako RNS. Dalsi
vlastnosti NO nebo molekul od néj odvozenych je jejich piima ¢i nepfima Ucast
na posttransla¢nich modifikacich (PTM) (Obr. 2), kam patii vazba na pfechodné kovy,
S-nitrosylace thiolovych skupin ¢i nitrace tyrosinu proteinti, které mohou byt zapojeny
v bunécné signalizaci za fyziologickych nebo stresovych podminek. PTM cilovych
proteini vyvolavaji zmény v jejich aktivitdich a funkcich v bufice, coz nakonec vede

k ptenosu signalu NO do odpovédi rostliny (Radi, 2004; Fancy et al., 2017).

S-nitrosylace
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Obr. 2 Posttransla¢ni modifikace zprostfedkované oxidem dusnatym (NO). (1) S-nitrosylace
cysteinovych residui. (2) Nitrace tyrosinovych residui. (3) Nitrosylace kovt (pfevzato z Freschi,
2013).



NO funguje jako signalni molekula, kterd reguluje metabolismus, fyziologii, vyvoj
a reprodukci rostlin. NO ma vliv napf. na dormanci a kli¢eni semen, rtst pylové lacky
a kotenti. Pisobi jako negativni reguldtor senescence listi, indukce kveteni a zrani ovoce.
Kromé toho je NO kli¢ovou signalni molekulou podilejici se na obrané rostlin proti
riznym strestim, zpusobenych zejména abiotickymi faktory ¢i invazi patogeni. NO je
diilezitou soucasti v toleranci rostlin vic¢i zavaznym abiotickym stresim pisobicim
z okolniho prostiedi, jako je sucho, salinita, tézké kovy, nedostatek zivin, extrémni
teploty, ozon ¢i UV zéfeni (Obr. 3). Jedinecné fyzikalné-chemické vlastnosti NO mohou

vysvétlit jeho pleiotropni G¢inky na biologické systémy (Yu et al., 2014).
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Obr. 3 Role oxidu dusnatého (NO) u rostlin. NO se Ucastni fady vyvojovych procesii u rostlin
prostiednictvim interakce s fytohormony, reaktivnimi formami kysliku, Ca*" a posttransla¢nich
modifikaci proteind. Na obrazku je uveden rozsahly vliv NO na Sirokou skalu fyziologickych
pochod rostlin a obranné mechanismy pii ptisobeni stresovych faktort (pievzato a upraveno dle
Simontacchi et al., 2015).
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I kdyZ je vyznamna role NO v rostlinach jednozna¢né potvrzena, stile nelze presné
urcit, ktery z endogennich zdroji NO je zapojen do daného fyziologického ¢i stresového
procesu. Endogenni koncentrace NO je urena rovnovahou mezi rychlosti syntézy a
degradace NO. Na Obr. 4 je schematicky znazornén metabolismus NO v rostlinné buiice
za pusobeni abiotického stresu. Rostliny mohou generovat NO enzymovymi C¢i

neenzymovymi drahami (Wilson et al., 2008; Astier et al., 2018).

Abioticky stres

GSNO (transnitrosylace)

Askorbat/ Cu~ GSNO

+ ONOO' Gonon
S-nitrosylace l

roteini
- Nitrace proteini GSSG + N,

v

I Nitrosacni stres I

Obr. 4 Metabolismus oxidu dusnatého (NO) v rostlinnych bunikdch za abiotickych stresovych
podminek. GSNOR — S-nitrosoglutathionreduktasa; NO™ - nitrosylovy kationt; NOS — L-Arginin-
dependentni aktivita NO-synthasy (pozn. odpovidajici protein a gen nebyl dosud identifikovan);
NR — nitratreduktasa (pfevzato a upraveno z Corpas et al., 2011).



U zivociSnych systémt je dobfe zndmo, ze rodina enzymi NO-synthasy (NOS, EC
1.14.13.39) ptedstavuje hlavni systém odpovédny za syntézu NO. Enzym NOS pouziva
NADPH jako donor elektronii a molekuldrni kyslik na katalyzu oxidace dusiku
z aminokyseliny L-Arg za vzniku L-citrulinu a NO (Alderton ef al., 2001). Ackoli byla
aktivita enzymu podobnému NOS detekovana v n€kolika rostlinnych pletivech a druzich
(urceno z oxidace L-Arg na L-citrulin a citlivosti na savéi NOS inhibitory), u vyssich
rostlin nebyly doposud identifikovany zddné homology zivoc¢isné NOS (Corpas et al.,
2009; Salgado et al., 2017). Dalsi mechanismus syntézy NO v rostlinach je
zprostfedkovan enzymem nitratreduktasou (NR, EC 1.7.7.2). Ackoli primérni aktivitou
NR je NAD(P)H-dependentni redukce dusi¢nanti na dusitany, bylo prokdzano, ze NR
muze katalyzovat také redukci dusitanii na NO (Yamasaki a Sakihama, 2000). Bylo
zjisténo, ze NO regulujici napf. uzavirani stomat, vyvoj kofent, reakce na osmoticky
stres, akumulaci flavonoida ¢i obranu proti patogentim, pochazi praveé z katalyzy NR
(Gupta et al., 2011). Je odhadovano, ze proces redukce dusitant za katalyzy NR probiha
pouze pii nizké koncentraci kysliku, nizkém pH a vysoké hladiné dusitant (Planchet et
al., 2005). Takové podminky se mohou tvofit napt. pii kli¢eni semen ¢i zaplaveni kofenti
(Borisjuk et al., 2007; Oliveira et al., 2013). Déle je zndma neenzymova redukce dusitanti
v kyselém prostiedi za vzniku NO. Dusitany lze redukovat také kyselinou askorbovou
(ASH) pii pH 3-6 za vzniku NO a kyseliny dehydroaskorbové (DHA). Déle lze dusitany
redukovat prostfednictvim karotenoidl za ptitomnosti svétla (Wojtaszek, 2000). Kromé
toho byl popsan vyskyt biosyntetickych drah produkujici NO 2z polyaminii
a hydroxylamint (Tun et al., 2006; Rumer et al., 2009). Vznikly NO miize reagovat
s redukovanym GSH v pfitomnosti kysliku za vzniku GSNO. Tento metabolit mize byt
redukovan enzymem  S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR, EC 1.1.1.284)
za ptitomnosti NADH na oxidovany GSH (GSSG) a NH;. GSNO miiZe byt také rozlozen
v piitomnosti redukujicich latek, jako je GSH nebo ASH a Cu* (Smith a Dasgupta, 2000).
NO miize reagovat také s thiolovou skupinou cysteinovych residui proteind v procesu
S-nitrosylace a ménit tak jejich funkci. Tato kovalentni modifikace neni piimou reakci
a mohla by byt zprostiedkovana za aerobnich podminek tvorbou N>Os, nitrosylového
kationtu (NO™), ¢i GSNO v procesu transnitrosylace (Wang et al., 2006). NO mize mimo
jiné reagovat se superoxidovym radikalem (O>~) za vzniku ONOO, coz je silny oxidant,
ktery mize zprostfedkovat tyrosinovou nitraci proteinti. Tato PTM spociva v adici -NO>

skupiny na aromatické jadro tyrosinu (Radi, 2004). Za stresovych podminek 1ze ocekéavat



zvySeni poctu nitrovanych proteind, coz lze povazovat za indikator nitrosa¢niho stresu

u rostlin (Corpas et al., 2007b).

2.1.1.2 Nitrosacni stres a jeho regulace v reakci na teplotni stres

V dusledku abiotickych stresovych podminek dochdzi ke zvyseni hladiny ROS a nasledné
k oxida¢nimu stresu a stejné tak dochazi ke zvySeni koncentrace NO a nésledné ke stresu
nitrosaénimu (Corpas a Barroso, 2013), ktery je doprovazen proteinovou S-nitrosylaci,
ktera je v reakci na stres klicova (Fancy et al., 2017). Molekula NO ma velmi kratkou
zivotnost a proto je jeji uloha zprostitedkovéana stabiln¢jSimi RSNO, které mohou NO
transportovat a vykonavat PTM proteint vedouci ke zméné jejich aktivity, lokalizace ¢i
interakce s jinymi proteiny. Stav proteinové S-nitrosylace je fizen dvéma kliCovymi
mechanismy:  pfimou  denitrosylaci  prostfednictvim  systému  thioredoxin
(Trx)/thioredoxinreduktasa (TrxR, EC 1.6.4.5) a nepfimou cestou prostfednictvim
nadmérné akumulaci RSNO a jejich negativnim dopadiim na rostlinu za fyziologickych
i stresovych podminek (Hess a Stamler, 2012). Ackoli jsou GSNOR a TrxR funkéné
podobné, funguji odliSnymi mechanismy. Za velmi dulezity nizkomolekularni
a nejhojnéjsi RSNO v rostlin€ je povazovan GSNO, ktery dle potfeby bunky muze NO
uvolnit nebo v procesu transnitrosace prenést na jinou thiolovou skupinu (Martinez-Ruiz
a Lamas, 2004). Hladina GSNO je kontrolovdna denitrosylacnimi reakcemi, kde hraje
klicovou roli GSNOR (Obr. 5). U rostlin byla prokazana uloha GSNOR jako hlavniho
regulatoru riistu a vyvoje rostliny a odpovédi na abioticky/bioticky stres (Leterrier ef al.,
2011). GSNOR udrzuje transnitrosa¢ni rovnovdhu mezi GSNO a S-nitrosylovanymi

proteiny a tudiz se ucastni homeostazy NO v buiice. (Benhar et al., 2009).
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Obr. 5 Schématické znazornéni metabolismu S-nitrosoglutathionu (GSNO) v rostlinnych
bunkach a jeho regulace prostfednictvim enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR). Oxid
dusnaty (NO) reaguje s glutathionem (GSH) v ptfitomnosti kysliku za vzniku GSNO. V procesu
NADH-dependentni denitrosylace mize byt GSNO pfeménén za katalyzy GSNOR na oxidovany
glutathion (GSSG) a NHs. Alternativni cestou je preména GSNO v piitomnosti redukujicich latek,
jako je glutathion ¢&i kyselina askorbovéa a Cu’, zpét na NO a GSSG. V procesu transnitrosylace
mize GSNO pievést NO na cysteinové residuum proteinit (S-nitrosylace proteintl). Tato
posttransla¢ni modifikace mize modulovat funkci celé tady proteinti (pfevzato a upraveno
z Leterrier et al., 2011).

Enzym GSNOR byl diive charakterizovan jako
S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284), znaméa také jako
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.1), ktera katalyzuje
pfeménu  S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), spontanniho aduktu GSH a
formaldehydu, na S-formylglutathion vramci detoxifikacni drahy formaldehydu
(Koivusalo et al., 1989) Nicméné oznaceni tohoto enzymu jako GSNOR bylo Siroce
pfijimano kviili fyziologicky vyznamnéjsi NADH-dependentni redukci GSNO na GSSG
a NH; (Jensen et al., 1998). Na zaklad¢ struktury je GSNOR zatazen do rodiny
zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tfidy III (ADH3; EC 1.1.1.1) (Staab et al.,
2008). Rostlinné GSNOR jsou proteiny neobvykle bohaté na Cys, jsou lokalizovany
v cytosolu, ackoli ne¢které diikkazy naznacuji jejich pfitomnost také v peroxisomech (Xu
etal., 2013).

Aktivitu GSNOR lIze urcit jako mnozstvi spotfebovaného NADH pii redukci substratu
GSNO za soucasného poklesu absorbance pifi 340 nm, zatimco v dehydrogenasovém
moédu pii oxidaci HMGSH dochézi naopak pii této vinové délce ke zvySeni absorbance.
Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE), pomoci které lze dosdhnout

ucinné separace proteinti vzorku za nedenaturanich podminek, mize byt vyuzita
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k detekci enzymové aktivity GSNOR a analyze pfisluSnych izoenzymi v rostlinnych
extraktech. Aktivitu GSNOR Ize v gelu pozorovat dle poklesu fluorescence v dusledku
oxidace NADH (Corpas et al., 2008Db).

Dal8im kli¢ovym mechanismem regulujici intracelularni hladinu S-nitrosylovanych
proteinli je piimd denitrosylace prostiednictvim systému Trx/TrxR, ktery se sklada
zproteini Trx, TrxR a NADPH. Systém hraje klicovou roli v bunétné redoxni
homeostaze a signalizaci. Trx jsou zndmé diky své funkci jako proteinové
disulfidreduktasy, kdy dochéazi k redukci oxidované formy disulfidu. Bézné je Trx
udrzovan v aktivni formé diky selenoenzymu TrxR, ktery redukuje oxidovanou formu
Trx svyuzitim NADPH jako donoru elektronti (Obr. 6). Clenové Trx a TrxR
proteinovych rodin vykazuji odliSnou bunécné-specifickou expresi, regulaci a

subcelularni lokalizaci (Lee et al., 2013).

Redukce disulfidu Redukce nitrosothiolu
SH SH
§=—8 SNO
TrxR
(NADPH)
SH SH SH

&:b

Obr. 6 Role thioredoxinu (Trx) jako disulfidu a nitrosothiolreduktasy. Trx redukuje disulfidovou
a nitrosothiolovou skupinu proteinit pomoci dithiolové skupiny za vzniku volné -SH skupiny. Pii
reakci dochazi koxidaci Trx, ktery je zpét redukovan pomoci seleno-flavoproteinu
thioredoxinreduktasy (TrxR) a kofaktoru NADPH (pfevzato a upraveno z Benhar, 2015).
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Clenové Trx rodiny proteinti obsahuji konzervovany Cys-X-X-Cys motiv aktivniho
mista. Tyto dva Cys jsou oznacovany jako katalytické Cys hrajici pftislusnou roli
v redukei disulfida (Lillig a Holmgren, 2007). Tento dithiolovy motiv je také nezbytny
pro RSNO reduktasovou aktivitu Trx (Benhar et al., 2008). Nekteré studie naznacuji
reakéni mechanismus denitrosylace, pii kterém se nejdiive mezi Trx a RSNO vytvoii
ptfechodny smésny disulfid (Cervené Sipky), naopak v jinych studiich existuji dikazy
o mechanismu trans-denitrosylace nezahrnujici tvorbu smésného disulfidu (modré Sipky)
neddvnou proteomickou studii S-nitrosylace/denitrosylace (Ben-Lulu ef al., 2014). Jak je
znazornéno na Obr. 7, reakéni drahu denitrosylace urcuje, zda v prvnim kroku Trx
nukleofilné atakuje RSNO na atomu siry nebo dusiku. Pokud atakuje siru, dochazi
k tvorbé smésného disulfidového komplexu za soucasného uvolilovani nitrosylového
iontu (NO"), zatimco pfi ataku dusiku dochazi k trans-denitrosylaénimu procesu, ktery je
nasledovan uvolnénim NO ¢i NO . Lze fici, ze vyslednd reak¢éni drdha muize zaviset
na geometrii a elektronové struktuie skupiny S-NO, pravdépodobné ovlivnéné
konkrétnim prostiedim proteinu (Talipov a Timerghazin, 2013). Otazkou zGstava, zda je
reakéni mechanismus ovlivnén také strukturnimi prvky v blizkosti aktivniho mista
konkrétniho Trx. Dalsi otazkou ziistdva, zda 1ze Trx povazovat za potencidlni generator
NO a NO' a jaké to ma disledky pro redoxni thiolové a hemové reakce (Fukuto ef al.,

2013).
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Obr. 7 Dva navrzené mechanismy denitrosylace proteint zprostiedkované thioredioxinem (Trx).
Cervené Sipky: Tvorba intermolekularniho disulfidového meziproduktu, ve kterém je Trx
kovalentn¢ vazan s proteinem diky disulfidového mustku. Modré Sipky: Trans-denitrosylace,
ve které je Trx pfechodné S-nitrosylovan (prevzato a upraveno z Benhar, 2015).

Aktivitu TrxR in vitro l1ze zméfit pomoci metody, kterd je zalozena na redukci
substratu 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoové) kyseliny (DTNB) za katalyzy TrxR a soucasné
oxidace kofaktoru NADPH. Pfi reakci vznika Zluty produkt 5-thionitrobenzoova kyselina
(TNB), ktery je zméten spektrofotometricky pii vinové délce 412 nm. (Holmgren
a Bjornstedt, 1995).

Reakci 1ze zjednodusené popsat touto rovnici:

TrxR
DTNB + NADPH + H* — 2 TNB + NADP*

2.1.1.3 S-nitrosylace proteint souvisejicich s regulaci odpovédi na stres

Molekula NO je znama jako kli¢ova signdlni molekula, ale jsou méné zndmé mechanismy
jejiho pasobeni v regulaci riznych bunéénych procesti odehravajicich se v rostlinach,
které jsou stale pfedmétem studii. Mezi hlavni regulacni mechanismy vyuZzivajici NO
patii PTM zvana S-nitrosylace, diky které muze byt ovlivnéna funkce proteind.
Prostfednictvim S-nitrosylace je regulovana funkce modifikovanych proteint rliznymi

mechanismy, vcetné enzymové aktivity, stability, subcelularni lokalizace, 3D struktury,
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protein-protein interakce a vazby ligandii (Hess a Stamler, 2012). Jedna se o reverzibilni
a specifickou PTM, pii které dochazi ke kovalentni vazbé NO na thiolovou skupinu
cysteinového residua proteinu za vzniku RSNO. Vzniklé RSNO jsou za fyziologickych
podminek velmi nestabilni molekuly snadno podléhajici neenzymové degradaci
v pritomnosti redukujicich ¢inidel (napt. GSH, ASH). Jejich labilita v reakci na redoxni
stav buniky vypovida o vysoce citlivém mechanismu v regulaci bunééné signalizace
(Stamler et al., 2001). Zaroven jsou regulovany enzymovymi procesy (prosttednictvim
GSNOR ¢i TrxR). Na stabilitu RSNO v roztoku maji vliv rtizné faktory, jako jsou svétlo,
pH, teplota, nebo pfitomnost kysliku ¢i pfechodnych kovii (zvlasté Cu) (Stamler a Toone,
2002). Studium S-nitrosylovanych protenii je ztizeno nedostatkem konzervovanych
shodnych motivll obklopujici nitrosylované cysteinové residuum. Z téchto divodi je
studium této PTM velmi obtizné a technicky naro¢né. V soucasné dobé je jejich analyza
zalozena hlavné na metodé biotin-switch a nasledné hmotnostni spektrometrii (MS) (Hao
et al., 2006). Metoda biotin-switch spociva ve znaceni specifickych S-nitrosylovanych
cysteinovych residui pomoci biotinu (Jaffrey et al., 2001). Biotinylované proteiny mohou
byt poté vizualizovany pomoci imunoblottingu vyuZzivajici anti-biotin protilatku.
Biotinem oznacené proteiny jsou purifikovany pomoci afinitni chromatografie a
separovany pomoci SDS-PAGE. Vzorky obsahujici SNO proteiny jsou poté analyzovany
MS (Obr. 8).

Tryptické ? Siotin)
stepeni P

[:> NN

Afinitni @
purifikace
[?—Qloup\* .F@ou»g,"’
~ ~
0 -

S-nitrosoproteom LTQ - Orbitrap Biotinem oznacené
S-nitrosylované peptidy

Proteinové vzorky

Obr. 8 Schématické znadzornéni postupu S-nitrosoproteomické analyzy. (pfevzato a upraveno dle
Hu et al., 2015)
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Dnes jiz existuje n€kolik proteomickych studii identifikujici fadu rostlinnych
S-nitrosylovanych proteinii v pletivech, bunécnych suspenzich nebo izolovanych
organelach. Nicméné kvuli labilni povaze RSNO se tyto informace tykaji hlavné
rostlinnych materiald oSetienych NO donory (napt. GSNO). Naproti tomu pouze nékolik
studii identifikovalo proteiny podléhajici S-nitrosylaci ve fyziologickych podminkéach
(Fares et al., 2011). Tato PTM je zapojena do kontroly fady procest v rostling, jako je
bunécnd stavba, fotosyntéza, zpracovani genetické informace, ochrana pied oxidacnim
stresem, obranné¢ odpovédi na bioticky/abioticky stres ¢i hormondlni signalizace
(Romero-Puertas et al., 2008; Hu et al., 2015).

Mnoho proteinli, u nichz byla dokdzana vramci regulace zména jejich funkce
prostfednictvim S-nitrosylace, souvisi také s odpovéd’'mi na TS. Patfi sem napf. heat
shock signélni proteiny (Ca?*-dependentni proteinkinasy (CDPK2, CDPK4, CDPK26),
Hsp (Hsp70, Hsp90, Hsp91, Hsp88 a Hsp60) a enzymy regulujici bunéénou redoxni
rovnovahu (katalasa (CAT, EC 1.11.1.6), askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11),
monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR, EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasa
(DHAR, EC 1.8.5.1), superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), glutathionperoxidasa
(GSHPX, EC 1.11.1.9) a glutathion-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18)) (Hu et al., 2015).

Ve studii Yun (2011) byla identifikovana S-nitrosylace NADPH oxidasy (EC 1.6.3.1)
v pozici Cys890, coz vedlo kinhibici produkce ROS. Tento Cys je evolucéné
konzervovany a specificky S-nitrosylovany také u lidské NADPH oxidasy, coz
naznacuje, ze tato modifikace mlze fidit imunitni odpovéd’ jak u rostlinnych, tak
u zivocisnych systémut. V dalsi studii Begara-Morales (2014) byl analyzovan dopad
ONOO" a GSNO na cytosolickou APX u hrachu setého. Byl zjiStén antagonisticky uc¢inek
pouzitych sloucenin. Zatimco pii pouziti ONOO™ doslo k inhibici aktivity APX,
pti pouziti GSNO byla naopak aktivita zvySena. MS analyza odhalila nitraci APX
v pozici Tyr5S a Tyr235. S-nitrosylace byla identifikovana v pozici Cys32, ktery
se nachdzi v misté vazajici ASH. S-nitrosylace enzymu APX byla prokézana také v praci
Fares (2011), kde byl studovan salinitni stres u hrachu seté¢ho. Z téchto studii 1ze vyvodit,
ze pii regulaci stresovych reakci a vyvoje rostlin dochazi k interakci metabolismu ROS
a NO.

Dale ve studii Puyaubert (2014) byly pouzity semenacky Arabidopsis stresované
chladem. Bylo identifikovano celkem 42 S-NO proteini, z nichz 11 vykazovalo pfiblizné
2x vysSi uroven S-nitrosylace oproti nestresovanym rostlinam. Byly identifikovany

3 S-NO proteiny podilejici se na fotorespiraci, jako jsou
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alaninglyoxylataminotransferasa, glycindekarboxylasa a glyceratdehydrogenasa. Kromé
toho byly identifikovany 2 antioxida¢ni S-NO proteiny, a to DHAR a CAT. S-nitrosylace
téchto proteint byla identifikovéna i v hrachu setém (Ortega-Galisteo ef al., 2012). Zde
je u CAT identifikovan jeden Cys-NO navic. Déle byla identifikovdna S-nitrosylace
u enzymu SOD, v dusledku které doslo k aktivaci enzymu. Vysledky naznacuji dalsi
diikaz ucasti této PTM na regulaci hladiny H>O; prostfednictvim regulace antioxidacni
kapacity bunék. Riznorodd lokalizace S-NO proteinti (napf. v chloroplastech,
mitochondriich, peroxisomech) naznacuje, ze biologickd aktivita NO je dosazena
prostfednictvim NO produkce v téchto riiznych bunéénych kompartmentech a/nebo
difuzi NO. Z vysledki vyskytu S-NO proteini také u nestresovanych rostlin vyplyva, ze
se NO v rostling ucastni regulace i zakladnich fyziologickych procest (Puyaubert et al.,
2014).

S-nitrosylace byla potvrzena také u GSNOR Arabidopsis (in vivo i in vitro), kdy
po inkubaci s donorem NO doslo k inhibici aktivity GSNOR (Frungillo et al., 2014).
Také ve studii Guerra (2016) identifikovali inhibici enzymové aktivity GSNOR
prostiednictvim S-nitrosylace u Arabidopsis po inkubaci s donorem NO. Dochazi
ke konforma¢nim zménam proteinu, které méni tvar dutiny vazajici substrat a taktéz
dochazi k interakci monomertt GSNOR v ramci stejného dimeru. Tato regulace GSNOR
neni vSak zcela jasnd, nebot jeji oxidovana forma je velmi citlivdA na zmény
intracelularniho redoxniho stavu (Luebke a Giedroc, 2015). Z proteomické analyzy byla
identifikovana S-nitrosylace v pozici Cysl0, Cys271 a Cys370 (Lindermayr, 2018)
(Obr. 9). Aktivita GSNOR je inhibovana také oxidacni modifikaci v misté Cys47, Cys177
a Cys271, coz je uvedeno v praci Kovacs (2016) u Arabidopsis inkubované s H>O»

(in vivo a in vitro).
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Obr. 9 Struktura enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy v Arabidopsis thaliana (AtGSNOR) (kod
v PDB: 3UKO). Enzym se sklada z dvou podjednotek homodimeru (zndzornény modie a Sedé€).
Cysteinova residua, u kterych dochazi k S-nitrosylaci (Cervena) a oxidaci (oranzova) jsou
uvedena. Zelené je oznalen kofaktor NAD™ a Zluté je znazornén katalyticky a strukturni zinek
(ptevzato a upraveno z Lindermayr, 2018).

V dalsi studii Ortega-Galisteo (2012) studovali vliv abiotického stresu na trovei
nitrosylace v peroxisomech u hrachu setého. Pomoci proteomickych metod identifikovali
6 peroxisomalnich proteinli jako cil S-nitrosylace. Tyto proteiny jsou zapojeny
do fotorespirace, B-oxidace a detoxikace ROS. Zam¢fili se na zménu funkce vlivem
ptidavku donoru NO u tii kli¢ovych peroxisomélnich proteinti: CAT, glykolatoxidasy
a malatdehydrogenasy. Jejich aktivita byla prostfednictvim S-nitrosylace inhibovéna.
Dal8imi S-NO proteiny zapojenymi do regulace stresovych reakci jsou napt. mitogenem
aktivovana  proteinkinasa4 (MAPK4) a  glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
(GAP-dehydrogenasa) (Hu et al., 2015).

ZvySend uroven S-nitrosylace v reakci na chlad byla identifikovéna také u proteinii
zapojenych do fotosyntézy (72 %). Dva proteiny jsou zahrnuty v prvni fazi fotosyntézy:
podjednotka PS I a IT a B-podjednotka ATP-synthasy. Pét proteinti se ti¢astni Calvinova
cyklu, tj. RUBISCO, RUBISCOaktivasa, GAP-dehydrogenasa, fruktosabisfosfataldolasa
a karboanhydrasa. S-nitrosylace proteinu RUBISCO byla identifikovéana jiz dfive, napf.
v praci Abat (2008) byl prok4zan inhibi¢ni t€inek GSNO na aktivitu RUBISCO u CAM

rostliny kolopejky, nicméné v této studii identifikovali dvé nova Cys-NO mista v malé
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podjednotce a tfi nova Cys-NO mista ve velké podjednotce (Puyaubert et al., 2014).
Chlad zptsobil také S-nitrosylaci S-adenosylhomocysteinhydrolasy (SAHH), ktera
katalyzuje reverzibilni hydrolyzu S-adenosylhomocysteinu na adenosin a homocystein.
SAHH je zapojen do methioninového cyklu, kde S-adenosylmethionin (SAM) piisobi
jako donor methylu a ptedchiidce syntézy polyamintl, ethylenu, biotinu a nikotianaminu.
SAHH je cilem také nitrace (Chaki et al., 2009). V praci Lindermayr (2006) byla
prokézana S-nitrosyla¢ni inhibice aktivity methioninadenosyltransferasy, ktera
katalyzuje syntézu SAM. S-nitrosylace je zapojena také do regulace ptislusné signalizace
fytohormonti, kde dochdzi k S-nitrosylaci nékterych klicovych signdlnich slozek

auxinové a cytokininové drahy (Terrile et al., 2012; Feng et al., 2013).

2.1.2 Reaktivni formy kysliku

ROS jsou velmi reaktivni molekuly, které mohou vznikat z volného radikalu O», nebo
Castéji jako vedlejsi produkt riznych metabolickych drah lokalizované v fadé bunécnych
kompartmentech. Je znamo, Ze organely, jako jsou chloroplasty, mitochondrie a
peroxisomy s vysokou oxidac¢ni metabolickou aktivitou nebo s vysokou rychlosti toku
elektrond, jsou hlavnim zdrojem ROS v rostlinnych bunikach. Elektronovy transportni
fetézec v chloroplastech je hlavnim zdrojem elektronli, které mohou reagovat
s molekularnim kyslikem za vzniku ROS (Obr. 10). Odhaduje se, ze 1-2 % kysliku
spottebovaného rostlinami je pouzito k produkci ROS (Navrot et al., 2007; Bhattachrjee,
2005).
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reakce

NADPH oxidasy

Obr. 10 Lokalizace produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) v rostlinné bunice (pfevzato a
upraveno z Raja et al., 2017).

Mezi ROS patii Oz, H,0,, singletovy kyslik ('O2), hydroxylovy radikal (OH),
hydroperoxylovy radikal (HOz’), peroxylovy radikal (ROO) a alkoxylovy radikal (RO"),
které vznikaji jako pfirozené produkty bunééného metabolismu. Jednoelektronova
redukce O; vede k tvorbé O»~, ktery je pfi nizkém pH dismutovan a po protonaci dochazi
k produkci H20;. O™ mize byt protonovan také na HO,. V pfitomnosti ptechodnych
kovii (Cu*, Fe*) muze probihat tzv. Fentonova reakce vedouci ke vzniku vysoce
reaktivniho OH. O2~ miiZze také reagovat s jinymi signalnimi volnymi radikaly, napft.
s NO za vzniku ONOO". 'O, vznika napf. fotoexcitaci chlorofylu a jeho reakei s O (Gill
a Tuteja, 2010a) (Obr. 11).

Superoxidovy  Peroxidovy

. radikal _ ion
e - e b
Singletovy  Tripletovy
kyslik kyslik H»l ZH.l
HO H,0 fe
. — ®
2 272 Fentonova reakceo"|
Hydroperoxylovy  Peroxid Hydroxylovy
radikal vodiku radikal

Obr. 11 Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) (pievzato z Gill a Tuteja, 2010a).
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Rovnovéha mezi produkci a degradaci ROS muze byt narusena tadou biotickych
a abiotickych stresovych faktorii (salinita, sucho, UV zafeni, extrémni teploty, tézké
kovy, deficience zivin, napadeni patogeny apod.) vedouci krychlému zvySeni
intracelularnich hladin ROS. Nadmérna akumulace ROS ma toxické ucinky a zplisobuje
poskozeni proteind, lipidd, sacharidi a DNA vedouci az k buné¢né smrti (Bhattachrjee,
2005). Bunééna odpovéd’ siln¢ zavisi na nékolika faktorech. Subcelularni lokalizace
tvorby ROS muze byt obzvlast’ dilezita pro vysoce reaktivni formy kysliku (hROS),
protoze difunduji pouze na velmi kratkou vzdalenost. Skodlivé uéinky akumulace ROS,
produktivity plodin, jsou eliminovany enzymovymi antioxidacnimi systémy zahrnujici
SOD, CAT, APX, GST, guajakolperoxidasu (GPX, EC 1.11.1.7) a glutathionreduktasu
(GR, EC 1.6.4.2) aneenzymovymi nizkomolekularnimi metabolity, jako jsou ASH, GSH,
a-tokoferol, karotenoidy a flavonoidy (Mittler, 2002; Gill a Tuteja, 2011).
K neenzymovym antioxidantiim lze jiz zatadit i prolin, ktery je u mikrob, zvitat a rostlin
potiebny pro potlaceni inhibi¢nich U€inki ROS (Chen a Dickman, 2005). Tyto
zminované antioxidanty jsou pfitomny téméf ve vSech bunéénych kompartmentech, coz
dokazuje dilezitost detoxikace ROS pro pieziti rostliny. Vyslednd povaha ROS, zda
budou pusobit jako Skodlivé, ochranné ¢i signaliza¢ni faktory, zavisi na rovnovaze mezi
produkci a degradaci ROS v ur¢itém misté a ¢ase. ROS mohou buiiky poskodit a stejné
tak mohou vyvolat genovou expresi v reakci na urcity signal nebo jsou zahrnuty do drah
signalni transdukce. ROS jsou proto povazovany také za signalni molekuly, které¢ aktivuji
a idi rizné fyziologické a stresem indukované procesy (Gill a Tuteja, 2011; Dalton et al.,

1999).

2.1.2.1 Oxidacni stres a jeho regulace v reakci na teplotni stres

Kazdy z abiotickych stresti, v€etné TS, je spojen s nadprodukeci ROS, kterd mize vést
k oxidacnimu poSkozeni bunéénych komponenti (Larkindale a Knight, 2002).
Fotosyntetizujici rostliny jsou obzvlast’ vystaveny riziku oxidacniho poskozeni vzhledem
k obsahu kysliku, mnozstvi fotosenzibilatori a polynenasycenych mastnych kyselin
v chloroplastech. Za svétla jsou chloroplasty a peroxisomy hlavnim zdrojem generace
ROS, naopak ve tmé jsou to mitochondrie (Foyer a Noctor, 2003). Oxidacni poskozeni
zahrnuje naruSeni membran lipidickou peroxidaci, oxidaci proteini a poskozeni
nukleovych kyselin, coz mize vést az k programované bunéné smrti (Petrov et al.,

2015).
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Peroxidace lipidd je povazovéana za nejSkodlivéjsi proces vyskytujici se v kazdém
organismu. Membranové poskozeni je nekdy brano jako jediny parametr ke stanoveni
urovné destrukce lipidd pii plisobeni stresovych podminek na rostlinu. B€hem procesu
lipidické peroxidace dochézi k tvorb& malych uhlovodikovych fragmentl zahrnujici napf.
ketony, malondialdehyd (MDA) a slouceniny od nich odvozené. Neékteré z téchto
sloucenin (nejcastéji MDA) reaguji s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) za vzniku
barevnych produkti (tzv. TBARS), které jsou poté detekovany a identifikovany jako
marker pfitomnosti lipidické peroxidace (Heath a Packer, 1968). Bunécna i organelova
lipidova peroxidace, ke které dochazi pti nadmérné akumulaci ROS, ovliviluje normalni
fungovani bun€k a také zhorSuje oxidacni stres prostiednictvim vzniku lipidovych
radikali. Kyselina linolova a kyselina linolenovéa jsou obzvlast' nachylné k napadeni
ROS, coz vede ke vzniku lipidovych hydroperoxida. Diisledkem lipidové peroxidace je
snizeni fluidity membréan, zvySeni propustnosti membran a poskozeni membranovych
proteinti (Moller et al., 2007).

Oxidace proteinll spociva v jejich kovalentni modifikaci vyvolané ROS nebo
vedlejSimi produkty oxidac¢niho stresu. VétSina proteinovych oxidaci je ireverzibilni,
pouze nékteré oxidace aminokyselin obsahujici siru jsou reverzibilni (Ghezzi a Bonetto,
2003). Marker oxidace proteintl je proteinova karbonylace, ktera miize mit vliv na aktivitu
a funkcnost proteini a miize zvySovat intenzitu proteolytické degradace (Moller et al.,
2007).

Ackoliv je rostlinny genom velmi stabilni, jeho DNA miize byt vlivem stresovych
faktori poskozena. Nejreaktivnéjsi ROS je OH', ktery mize poskodit vSechny slozky
DNA a to jak purinové, tak pyrimidinové baze a taktéz deoxyribosovou kostru DNA
(Tuteja et al., 2009). Konkrétnéji dochézi k deleci bazi, dimerizaci pyrymidinu, sitovani,
rozruseni fetézcll a modifikaci bazi (alkylace, oxidace atd). Dtusledkem poskozeni DNA
je snizeni proteosyntézy, ptipadné produkce nefunkcnich proteinti, coz vyznamné ovlivni
rust a vyvoj celé rostliny (Tuteja et al., 2001).

Oxida¢ni stres vyvolany stresovymi podminkami je regulovan fadou obrannych
antioxidacnich systémii zahrnujicich jak enzymové, tak neenzymové antioxidanty

(Tab. 1).
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Tab. 1 Seznam vSech enzymovych a neenzymovych antioxidantii (zkracené oznaceni enzymu,
EC dislo, katalyzovana reakce/funkce, subcelularni lokalizace). SOD superoxiddismutasa, CAT
katalasa, APX askorbatperoxidasa, MDHAR monodehydroaskorbatreduktasa. DHAR
dehydroaskorbatreduktasa, GR glutathionreduktasa, GPX guajakolperoxidasa, ASH kyselina
askorbova, GSH glutathion, DHA dehydroaskorbat, MDHA monodehydroaskorbat, GSSG
oxidovany glutathion, GST glutathion-S-transferasa (pfevzato z Das a Roychoudhury, 2014).

El}Z}’fIlOVe EC Katalyzovana reakce Subcel}l larni
antioxidanty lokalizace
peroxisomy,
SOD 1.15.1.1 0, + 05 +2H* - 2H,0, + 0, mitochondrie,
cytosol, chloroplasty
peroxisomy,
CAT 1.11.1.6 2H,0, = 2H,0 + 0, mitochondrie
peroxisomy,
APX 1.11.1.11 H,0, + ASH - 2H,0 + DHA mitochondrie,
cytosol, chloroplasty
mitochondrie,
MDHAR 1.6.54 MDHA + NAD(P)H — ASH + NAD(P)™* cytoplasma,
chloroplasty
mitochondrie,
DHAR 1.8.5.1 DHA + 2GSH — ASH + GSSG cytoplasma,
chloroplasty
mitochondrie
GSSG + NAD(P)H ’
GR 1.6.4.2 2 2GSH + NAD(P)* cytoplasma,
chloroplasty
mitochondrie,
GPX 1.11.1.7 H,0, + GSH = 2H,0 + GSSG cytoplasma,
chloroplasty, ER
Neenzymové Funkce Subcelularni
antioxidanty lokalizace

cytosol, chloroplasty,

ASH detoxifikace H,O, prostfednictvim APX m'ltochondrle,
peroxisomy, vakuola,
apoplast
cytosol, chloroplasty,
GSH detoxifikacni kosubstrat pro enzymy (peroxidasy, mitochondrie,
GR, GST) peroxisomy, vakuola,
apoplast
o~tokoferol detoxifikace produkti membranove lipidické membrény
peroxidace
karotenoidy rozptyleni piebytecné energie z fotosystému plastidy
flavonoidy piimé zachyceni H,O,, '0,, OH: vakuola
rolin zachyceni 'O, a OH'; ochrana proti poskozeni mitochondrie,
P lipidickou peroxidaci cytosol, chloroplasty
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Mezi nejucinngj$i enzymové antioxidanty patii metaloenzym SOD, ktery je
intracelularn¢ pfitomen ve vSech aerobnich organismech a ve vSech subceluldrnich
kompartmentech nachylnych k oxida¢nimu stresu. Enzym SOD ma vyznamnou tlohu
v toleranci rostlin vii€i stresu a poskytuje prvni obranu proti toxickym uc¢inkiim vysokych
hladin ROS. SOD odstranuje O~ jeho dismutaci, pficemz jeden O> je redukovéan na H>O»
a druhy O je oxidovan na O,. Odstranénim O~ je sniZzovano riziko vzniku OH:
prostfednictvim kovem katalyzované Fentonovy reakce. SOD jsou klasifikovany dle
svych kovovych kofaktorii do tfi tfid: SOD obsahujici méd’/zinek (Cu/Zn-SOD), mangan
(Mn-SOD) nebo zZelezo (Fe-SOD), které jsou lokalizovany v odlisnych bunécnych
kompartmentech. Aktivita izoenzymi miZe byt identifikovana na zakladé jejich odlisné
citlivosti na KCN a H>O». VSechny formy SOD jsou nukledarné koédovany a cileny
do pfislusnych bunéénych kompartmenti pomoci N-koncové sekvence (Mittler, 2002).
DalSim enzymovym antioxidantem je enzym CAT, ktery obsahuje hem a piimo
pfeménuje H202 na H2O a O a je taktéz pii detoxikaci ROS za stresovych podminek
u rostlin nepostradatelny. CAT patii z hlediska rychlosti pfemény mezi vysoce ucinné
enzymy, nebot’ dokaze preménit az 6 mil. molekul H>O, za minutu. Enzym CAT se podili
na odstranovani H>O» vzniklého pti [-oxidaci mastnych kyselin v peroxisomech,
fotorespiraci a purinovém katabolismu (Scandalios ef al., 1997). Dal§im dilezitym
mechanismem podilejicim se na odstraiovani ROS je askorbat-glutathionovy
(ASH-GSH) cyklus, ve kterém hraji roli enzymy APX, MDHAR, DHAR a GR. APX
se podili na zachycovani H>O; s pouzitim ASH jako donoru elektront. APX existuje
nejméné v peti izoformach, véetné thylakoidni a glyoxysomové membranové izoformy,
chloroplastové a cytosolické izoformy (Shigeoka et al., 2002). APX ma vyssi afinitu
k H2O2 nez CAT a miize mit zdsadnéjsi roli v regulaci hladiny ROS b&hem stresu. Dalsi
peroxidasou rozkladajici H2O2 je enzym GPX, ktery jako donor elektronii vyuziva
guajakol (Asada, 1999). Oxidovand forma ASH je regenerovana pomoci enzymu
MDHAR, DHAR a GR, ¢imz je regulovan redoxni stav ASH v buiice, ktery je zasadni
pro toleranci rostliny vii¢i rGznym abiotickym stresim vedoucich k produkei ROS.
MDHAR je FAD enzym, jehoz donorem elektronti je NAD(P)H a akceptorem elektronti
je MDHA, ktery je spontanné dismutovan nebo enzymové redukovan na DHA (Del Rio
et al.,2002). DHA muze byt redukovan az na ASH pomoci GSH nebo enzymové pomoci
DHAR. GSSG je zpét redukovan pomoci NADPH-dependentniho enzymu GR na GSH,
ktery je zapojen do mnoha metabolickych regulaci a antioxida¢nich procesii v rostlinach

(Obr. 12). GR patii mezi flavoproteinové oxidoreduktasy vyskytujici se u prokaryot
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i eukaryot. GR je lokalizovana pfevazné v chloroplastech, ale malé mnozstvi je pfitomno
také v mitochondriich a cytosolu (Romero-Puertas et al., 2006). Dalsi velkou rodinou
podilejici se na obran€ rostlin vii¢i oxida¢nimu stresu a vyuzivajici GSH k redukci H>O»
a organickych/lipidovych hydroperoxidi je GSHPX (Noctor et al., 2002). Velka
a rozmanitd skupina enzymiit GST katalyzuje konjugaci elektrofilnich xenobiotickych
substrati s GSH. Je znamo, Zze GST funguji pfi detoxikaci herbicidli, hormondalni
homeostazi, tyrosinovém metabolismu, detoxikaci hydroxyperoxidu, regulaci apoptozy
a pfi reakcich na biotické/abiotické stresové podminky. Obvykle jsou lokalizovany
v cytoplasmé, ale byly nalezeny také mikrosomalni, plastidové, jaderné a apoplastické
izoformy (Dixon et al., 2010).

detoxifikace

CAT - H,0

e O
202\ 5 [

SOD —oHOz—o APX| — 2 H,0

spontanm
MDHA

- I'WT/ S/

GR|  DHAR| MDHARI N
NADPH {\ spontanni
L J reakce
GSSG

NADP*  NADPH

regenerace

Obr. 12 Antioxidacni obranny systém. ASH askorbat, DHA dehydroaskorbat, SOD
superoxiddismutasa, CAT katalasa, APX askorbatperoxidasa, MDHA monodehydroaskorbat,
MDHAR  monodehydroaskorbatreduktasa, =~ DHAR  dehydroaskorbatreduktasa, =GR
glutathionreduktasa, GSH redukovany glutathion; GSSG oxidovany glutathion (pfevzato
a upraveno z Gross et al., 2013).
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Vedle enzymovych antioxidantii hraji nepostradatelnou roli v obrané proti oxida¢nimu
stresu vyvolaném akumulaci ROS v rostlinich také neenzymové nizkomolekularni
antioxidanty. Mezi nejucinnéjsi a nejhojnéji zastoupené patii ve vodé rozpustny ASH.
Svou nepostradatelnou roli mé diky schopnosti darovat elektrony v enzymovych i
neenzymovych reakcich, véetné ASH-GSH cyklu. ASH poskytuje ochranu membran
pfimym zachycenim O2~ a OH- a regeneraci a-tokoferolu z tokoferoxylového radikalu
(Smirnoff, 2005). Vyskytuje se ve vsech rostlinnych pletivech, nejvice vSak
ve fotosyntetickych buiikdch a meristémech. Asi 30-40 % celkového ASH je
v chloroplastech (ve stromatu az 50 mmol-I"" koncentrace ASH). Metabolismus ASH
probiha hlavné v mitochondriich, kde je ASH syntetizovan
L-galaktono-y-laktondehydrogenasou a je zde také regenerovan z oxidovanych forem
zpét na redukované formy ASH (Szarka et al., 2007). Dal§im dulezitym neenzymovym
antioxidantem je GSH, coz je tripeptid ve sloZzeni Glu-Cys-Gly. Je pfitomen ve vSech
bunécnych  kompartmentech (cytosol, endoplasmatické retikulum, vakuoly,
mitochondrie, chloroplasty, peroxisomy, apoplast) a hraje roli v fadé fyziologickych
procesii vcetné regulace transportu siranll, pfenosu signall, konjugace metabolitu,
detoxikace xenobiotik a exprese gent v reakci na stres (Mullineaux a Rausch, 2005). GSH
se ucastni také rtistu a vyvoje rostliny zahrnujici bunéénou diferenciaci, bunénou smrt,
senescenci, rezistenci vici patogenim a enzymovou regulaci. ATP-dependentni syntéza
GSH probiha za katalyzy glutamatcysteinligasy a nasledné glutathionsynthetasy. Vznikly
GSH poskytuje substrat pro mnoho bunécnych reakei, béhem kterych je oxidovan
na GSSG. Rovnovéha mezi GSH a GSSG je kli¢ova pro udrzeni bunééného redoxniho
stavu (Foyer a Noctor, 2005). GSH je potencialni lapa¢ 'O,, H>O> a OH', dle se Gi¢astni
antioxida¢niho obranného systému prostfednictvim ASH-GSH cyklu (Foyer a Halliwell,
1976). Pti stresovych podminkadch (vcéetné TS) dochdzi k akumulaci prolinu
v cytoplasmé, ktery je kromé funkce osmolytu povazovan i za silny antioxidant
zmiriyjici negativni ucinky ROS (Chen a Dickman, 2005). Antioxida¢ni funkci plni také
a-tokoferol, ktery je povazovan za potencidlni lapa¢ ROS a lipidovych radikali.
Antioxidacni U¢inky plni hlavné v biomembrandch a zajiStuje ochranu stability
membran. Je lokalizovan v thylakoidni membrané chloroplastti (Hollander-Czytko et al.,
2005). Mezi antioxidanty fadime také karotenoidy, které hraji dulezitou fotoprotektivni
roli rozptylovanim piebytecné energie ve fotosyntetickych membranach nebo

zachycenim ROS a potlacenim lipidické peroxidace (Collins, 2001).
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2.1.3 Heat-shock proteiny

Molekularni chaperony jsou klicovou komponentou pfispivajici k ochrané rostlin
obnovenim normalni konformace proteini a tim i bunééné homeostdzy za optimalnich
istresovych podminek. Pro pieziti bunck je dilezit¢é minimalizovat vliv
environmentalnich podminek prostfedi na proteom, tzn. snizit mnozstvi rozloZenych,
chybné slozenych proteini a proteinovych agregati. Chaperony jsou odpovédné
za skladani, seskupovani, translokaci a degradaci proteini v mnoha bunécnych
procesech, stabilizuji proteiny a membrany a mohou pomahat pii opétovném skladani
proteint za stresovych podminek (Carey et al., 2000).

Uvadi se, ze Sirokd Skala proteinli vykazuje chaperonovou aktivitu. Mnoho
molekularnich chaperonti jsou stresové proteiny a vétSina znich byla plvodné
identifikovana jako tzv. heat shock proteiny (Hsp), neboli proteiny tepelného Soku
(Lindquist a Craig, 1988). Organismus v reakci na TS indukuje syntézu Hsp. Jedna se
o vysoce konzervovany geneticky systém vyskytujici se ve vSech organismech,
od archeabakterii, ptes rostliny az k zivoc¢ichiim. Nékteré z reakci na TS jsou univerzalni,
jiné jsou charakteristické pro dany organismus. Univerzalni reakci na zvysenou teplotu je
produkce proteint typu Hsp70 a Hsp90, které patii mezi nejvice konzervované proteiny.
Indukce Hsp je velmi rychla a intenzivni a je aktivovana pii riznych teplotach dle druhu
organismu s ohledem na jejich pfirozené prostfedi. Hsp jsou zapojeny v obrannych
mechanismech v reakci na fadu dalSich stresovych podnéti, jako je napft. chlad, sucho,
salinita, UV zéfeni, oxidac¢ni stres ¢i infekce patogenem (Swindell et al., 2007). Studium
chaperonové sité¢ slouzi pro pochopeni obrannych reakci indukovanych riznymi druhy
stresu, nebot’ u jakéhokoliv stresu je pfimym ¢i nepfimym disledkem denaturace
proteint.

Vramci buniky jsou Hsp lokalizovany v cytoplasmé, jadfe, mitochondriich,
chloroplastech a ER. Hsp Ize fadit do péti hlavnich rodin dle jejich odhadované
molekulové hmotnosti, aminokyselinové sekvence a funkce: Hsp70 (DnaK), chaperoniny
(GroEL a Hsp60), Hsp90, Hsp100 (Clp) a malé Hsp (sHsp), jejichz molekulova hmotnost,
funkce a lokalizace v buiice je piehledné uvedena v Tab. 2. Rizné Hsp se vazou
na specifické cilové substraty, nevazi se vSak kovalentni vazbou a taktéz nejsou soucésti

konec¢ného produktu (Vierling, 1991).
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Tab. 2 Ptehled heat shock proteini (Hsp), jejich funkce a subcelularni lokalizace. ER
endoplasmatické retikulum, sHsp malé heat shock proteiny (pfevzato a upraveno z Park a Seo,
2015).

Molekulova Piedpokladana
Trida hmotnost p Lokalizace Zastupce
funkce
[kDa]
s o cytosol,
Hsp100 100-104 sklzciisa;urlé r(;t:;nu, mitochondrie, Hsgll 00,
gree chloroplast P

translokace proteinu .,
p . cytosol, ER, jadro,

Hsp90 82-90 rgﬁ‘rﬁiﬁf ool “mitochondrie, H;£/90,9 )
genovy chloroplast Tpo/ep
mutacl
prever;crzleltoacgr?igace, cytosol, ER, jadro, Hsn70
Hsp70 68-75 pomoe Pl mitochondrie, - SP /Y,
opétovném skladani BiP/Grp78
. chloroplast
proteinu
skladani proteint,
omoc pii ‘cytosol, . Cpn60
Hsp60 58-65 . por i mitochondrie, ’
opétovném skladani CCT
. chloroplast
proteinu
revence agregace cytosol, ER,
sHsp 15-30 P gregace, mitochondrie, Hsp20
ko-chaperon
chloroplast

Chaperony Hsp100 jsou ¢leny velké nadrodiny AAA proteind neboli ATPas spojenych
s riznymi bunéénymi aktivitami. Hsp100 tvofi hexamerni kruhy a jsou rozdéleny do dvou
hlavnich t¥id. Clenové prvni tfidy obsahuji dvé domény vézajici nukleotidy, zatimco
ve druhé tfidé maji pouze jednu doménu vazajici nukleotidy (Schirmer et al., 1996). Hraji
dilezitou roli v udrzeni bunééné homeostdzy prostfednictvim disagregace a/nebo
degradace nevratn¢ poSkozenych proteint, které vznikly jako disledek denaturace ¢i
nespravného sklozeni (Kim et al., 2007). V prevenci proti agregaci proteint spolupracuji
s Hsp70 (tak¢é ATP-dependentni systém). Nejdiive jsou agregované proteiny
solubilizovany pomoci Hsp100 a poté jsou tyto proteiny pomoci Hsp70 znovu slozeny
do ptivodnich konformaci (Glover a Lindquist, 1998). V rostlinach maji Hsp100 roli také
v termotoleranci (Queitsch et al., 2000) a nékteti clenové Hsp100 zajist'uji také biogenezi
chloroplastti (Lee et al. 2007). Stejné jako u mnoha jinych chaperont jsou Hsp100
v rostliné exprimovany konstitutivné, ale jejich exprese je vyvojové regulovana

a indukovana riznymi stresovymi podminkami (Queitsch et al., 2000).
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Chaperony Hsp90 byly kédovany a sekvencovany z n€kolika evoluéné odlisnych
organismil a je zfejmé, Ze se jednd o vysoce konzervované proteiny. Byla dokonce
identifikovana 50% shoda v aminokyselinové sekvenci Hsp90 i u velmi odliSnych
eukaryot. Zaroven tato eukaryota vykazovala 40% shodu v dané sekvenci s bakterii
E. coli (Bardwell a Craig, 1987). Z né€kolika rostlinnych druhti byly izolovany geny
Hsp90 lokalizované v cytosolu, ER a plastidech, pficemz jejich aminokyselinova
sekvence je z 63-71 % identicka s Hsp90 kvasinek a zivocicht (Krishna a Gloor, 2001).
Hsp90 patii mezi nejhojnéjsi proteiny, nebot’ tvoti 1-2 % celkovych bunéénych proteinii
(Krukenberg et al., 2011). Ackoli jsou konstitutivné exprimovany, jejich exprese
se zvySuje v reakcei na stres u prokaryot i eukaryot. Hlavni llohou Hsp90 je fizeni skladani
proteintl, déle jsou zahrnuty do pienosu signalli, kontroly bunééného cyklu, prenosu ¢i
degradace proteind (Young et al., 2001). Je taktéZ zndmo, Ze interaguji s proteasomem
26S a hraji dilezitou roli v jeho seskupeni a integraci. Hsp90 hraje také zésadni roli
v rostlinné imunité. Studie cytosolickych Hsp90 odhalily jejich schopnost regulovat
aktivitu a stabilitu proteinli spojenych s rezistenci (Shirasu, 2009). Pro svou funkci
vyzaduji ATP a podobné¢ jako Hsp100 funguji i Hsp90 ve spojeni s Hsp70 a tvoti hlavni
¢ast chaperonovych komplexi. Hsp90 jsou od mnoha jinych chaperonti odlisné v tom,
ze vetSina substratl jsou signalni transdukéni proteiny, jako jsou receptory steroidnich
hormont a signalni kinasy. Vazebna specifita Hsp90 pro dané substraty je regulovana
jejich PTM a také interakcemi s rGznymi ko-chaperony, jako napf. Hsp40 (homolog
Dnal) (Young et al., 2001; Zhang et al., 2003).

Chaperony Hsp70 jsou povazovany za nejvice konzervované Hsp s 50% identickou
aminokyselinovou sekvenci mezi homologem DnaK bakterie E. coli a eukaryotickymi
Hsp70 (Easton et al., 2000). V rostlinach existuje velké mnozstvi Hsp70, napt. v genomu
Arabidopsis se nachazi 18 Hsp70 (Wang et al. 2004). Strukturné¢ se Hsp70 sklada
z vysoce konzervované N-koncové domény ATPasy o velikosti 44 kDa a C-koncové
peptid-vazebné domény o velikosti 25 kDa. Vazba a uvolnéni substratu je spojeno
s aktivitou ATPasy a soucasné vyzaduje ti¢ast ko-chaperond, jako je napt. Dnal/Hsp40
a GrpE (Bukau a Horwich, 1998). Specifické role jednotlivych proteini Hsp70 jsou
pravdépodobné uréeny podle jejich lokalizace v bunécnych kompartmentech, rozdilné
exprese v ruznych fazich vyvoje nebo jejich interakce se specifickymi proteiny spojenymi
s Hsp70 (Sung et al., 2001). Chaperony Hsp70 poméahaji skladdat fadu proteinti témef
ve vSech bunéénych kompartmentech. Maji zdkladni funkci v prevenci proti agregaci

a v napomahani opétovnému skladani proteinii za normalnich i stresovych podminek.

28



Podileji se také na importu a translokaci proteinli (zejména v mitochondriich
a chloroplastech), ddle na usnadnéni degradace nestabilnich proteinii pomoci lysosomu
a proteasomu. Nékteré typy Hsp70 jsou konstitutivné exprimovany a ¢asto se podileji
na sklddani de novo syntetizovanych polypeptidii. Ostatni jsou exprimovany pouze
pfi vystaveni organismu nepfiznivym podminkédm (Hartl, 1996; Frydman, 2001). Kromé&
toho jsou nékteré Hsp70 zapojeny také do fizeni biologické aktivity regula¢nich proteinti
a mohou pusobit jako negativni represory transkripce zprostiedkované heat shock faktory
(Hsf). Interakce mezi Hsp70 a Hsf byla popsana jako negativni regulaéni mechanismus
transkripéni aktivace zprostfedkované Hsf v reakci na tepelny Sok (Morimoto, 1998).
Bylo navrzeno, ze tato interakce brani trimerizaci a vazb¢ Hsf na elementy teplotniho
Soku (Hse, heat shock element), ¢imZ blokuje transkripéni aktivaci genti tepelného Soku
diky jejich Hsf (Kim a Schoffl, 2002). Hsp70 se také podili na modulaci signalnich
pfenaseci, jako je proteinkinasa A, proteinkinasa C a proteinfosfatasa (Ding ef al., 1998).
Jsou také dilezitymi chaperony v reakci na bioticky stres (Kanzaki et al., 2003).

Chaperony Hsp60, téz nazyvané jako chaperoniny, vykazuji evolu¢ni homologii
s GroEL z E. coli. U eukaryot se nachazi pfevazné v mitochondriich a plastidech (Hartl,
1996). Klicovou roli Hsp60 je pomahdni fadé¢ de novo syntetizovanym proteinim
a translokovanym proteintim dosdhnout jejich nativnich forem (Bukau a Horwich, 1998).
Jsou dulezité také pii skladani mnoha chloroplastovych a mitochondrialnich proteint,
véetné¢ enzymu RUBISCO (Hartl, 1996; Wang et al. 2004). Hsp60 ptlsobi jako
posttranskripéni reguldtory mnoha proteinl, protoze jejich vazba pomahd zabranit
agregaci cilovych proteinti. Chaperoniny se déli na dvé podrodiny: GroE chaperoniny
(pattici do skupiny I) nachézejici se v bakteriich, mitochondriich a chloroplastech (napf.
GroE a chCpn60) a CCT chaperoniny (patfici do skupiny II a obsahujici t-komplexovy
polypeptid 1 (TCP1)) nachézejici se v Archea (napt. spoustéci faktor 55 a termosomy)
a v cytosolu eukaryot (napt. TCP-1 kruhovy komplex TriC) (Parsell a Lindquist 1993;
Ranson et al., 1998).

Hsp40, nebo také Dnal, jsou ko-chaperony Hsp70 zvysujici jejich afinitu k substratim
(Kampinga a Craig, 2010). Hsp40 obsahuje konzervovanou J-doménu o délce 70
aminokyselin, ktera interaguje s nukleotid-vazebnou doménou Hsp70. Bylo navrzeno, Ze
ko-chaperony Hsp40 spolecné s Hsp70 funguji jako pozitivni regulatory v imunité rostlin
a jsou zahrnuty v mikrobialni patogenezi, zejména v §ifeni vird. Bylo také prokéazano,
ze umlceni Hsp40 zvysSuje nachylnost k mozaikové virové infekei u s6ji (Liu a Whitham,

2013).
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Chaperony sHsp jsou nizkomolekularni Hsp (12-40 kDa), které v rostlindch tvofi
velmi rozmanitou a odliSnou rodinu oproti jinym Hsp, co se tyce sekvence, lokalizace
v buiice a funkce. sHsp jsou syntetizovany v prokaryotickych i eukaryotickych buiikkach
v reakci na stresové podminky a nckteré sHsp jsou exprimovany béhem urcitych
vyvojovych fazi (Waters et al., 1996; Vierling, 1991). Samotné sHsp nejsou schopné
opctovne¢ skladat proteiny. Maji schopnost vézat se na denaturované proteiny
prostiednictvim hydrofobni interakce, stabilizovat je a predchazet jejich agregaci, ¢imz
umoziuji jejich opétovné slozeni prostiednictvim ATP-dependentnich chaperontl, jako je
systém Hsp70/Hsp90 (Lee a Vierling, 2000; Mogk et al., 2003; Kotak et al., 2007a).
Podobné jako u Hsp70/Hsp40 je fada sHsp spojena s virovou infekci (Verchot, 2012).
Existuje nékolik studii o jejich roli v odolnosti vii€i chorobam u rostlin. Vysoka diverzita
a funkéni vlastnosti rostlinnych sHsp hraji pravdépodobné dilezitou roli
v ziskané toleranci rostlin vici stresu (Sun et al., 2002; Wang et al., 2003), vetn¢ tepla,

chladu, sucha, salinity a oxida¢niho stresu (Obr. 13).

Syntéza Hsp/chaperont a dalsich ]‘
proteint odpovidajicich na stres

Denaturace proteinu

' l
E
@ » Degradace

Agregat o4

Hsp60, Hsp70, Hsp90
znovusloZeni

Hsp100/Clp
solubilizace

Obr. 13 Heat shock proteiny (Hsp) a chaperonova sit’ v odpovédi na abioticky stres. Abioticky
stres v rostlinach Casto zptisobuje dysfunkci/denaturaci proteintl. Pro pfeziti je dtlezité proteiny
udrzet v jejich funkénich konformacich a zabranit agregaci rozloZenych proteint. Napt. malé Hsp
(sHsp) a Hsp70 stabilizuji proteinovou konformaci, zajistuji ochranu pied agregaci a udrzuji
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proteiny v kompetentnim stavu pro jejich nasledné slozeni dal§imi chaperony, napi. Hsp60,
Hsp70 a Hsp90. Pokud dojde k denaturaci ¢i agragaci proteinli, mohou byt solubilizovany pomoci
Hsp100/Clp a opét slozeny, nebo degradovany proteasami. Nekteré chaperony, napt. Hsp70
a Hsp90, jsou zahrnuty v signalni transdukci a transkripéni aktivaci vedouci k syntéze dalSich
chaperonil (napt. chaperony regulované heat shock faktory (Hsf)) a proteinti spojenych se stresem
(napf. antioxidanty) (pfevzato a upraveno z Wang et al., 2014).

U prokaryot i eukaryot existuje mnoho regula¢nich mechanismi exprese Hsp gent.
pfitomny nejvice u vyssich rostlin. Pro srovnani bylo objeveno 38 Hsf v s6jovych bobech,
1 Hsf'v S. cerevisiae a 7 Hsf u lidi (Fujimoto a Nakai, 2010). Rostlinné Hsf sdileji velice
konzervovanou strukturu. DNA-vazebnd doména (DBD), ktera se nachdzi na N-konci a je
charakterizovana motivem helix-otoc¢ka-helix, se specificky vaze na Hse v cilovych
promotorech a nasledné aktivuje transkripci genii indukovanych stresem (Scharf et al.,
2012). Na zéklad¢ délky oblasti flexibilniho spojovniku mezi DBD a oligomeriza¢ni
doménou jsou rostlinné Hsf klasifikovany do tfid A, B a C. C-koncov¢ aktivacni domény
Hsf jsou charakterizovany AHA motivy, které jsou mnohdy zisadni pro funkci
aktivatoru. Motivy AHA jsou tvorené zaromatickych, hydrofobnich a kyselych
aminokyselinovych residui a jsou specifické pro Hsf tfidy A, zatimco u Hsf tfidy B a C
se nenachdzeji (Doring et al., 2000; Kotak et al., 2004). Hsf tvoii sloZitou transkripéni sit’
a zvySena exprese Hsp pod kontrolou Hsf hraje vyznamnou roli v termotoleranci (Kotak
et al., 2007b). Hlavnimi reguldtory Hsf jsou HsfA 1, které jsou dilezité pro aktivaci celé
transkripéni sité. (Yoshida et al., 2011) (Obr. 14). Hsf jsou pfi normalni teploté v inaktivni
formé. Pii zvyseni teploty dochdzi k PTM a pfeméné¢ na formu aktivni, ktera
umoziuje velmi rychlou aktivaci transkripce Hsp. Obecné jsou rostlinné Hsf regulovany
na Ctyfech urovnich, a to transkripéni, posttranskripcni, translacni a posttranslacni

(Fragkostefanakis et al., 2015).
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Obr. 14 Aktivace transkrip¢ni sité v reakci na teplotni stres. Klicovymi regulatory transkripcni
sité jsou heat shock faktory Al (HsfAl). Za normalnich podminek je aktivita HsfA1 inhibovana
prostiednictvim heat shock proteinti: Hsp70 a Hsp90. Pti TS jsou HsfAl aktivovany a indukuji
expresi dalSich Hsf, jako je DREB2A (dehydrata¢ni responsivni element vazajici protein 2A),
MBFI1C (multiproteinovy faktor 1C), HsfA7s, HsfA2 a HsfBs za ucelem exprese geni
indukovanych TS. Protein DREB2A musi byt pro svou stabilizaci a aktivaci posttranslacné
regulovan. Aktivovany DREB2A indukuje expresi dalSich cilovych geni, vCetné¢ HsfA3 (pievzato
a upraveno z Ohama et al., 2017).

2.1.4 Polyaminy

Polyaminy (PA) jsou organické slouceniny obsahujici alifaticky C3-C15 fetézec nesouci
alesponi dvé primarni aminoskupiny a jednu ¢i vice vnitinich iminoskupin. Vyskytuji se
v prokaryotnich i eukaryotnich buiikach a v ramci rostlinné buiiky jsou pfitomny ve vSech
kompartmentech vcetné jadra, coz naznacuje jejich ucast na zdkladnich procesech
v bunice (Walden et al., 1997). Mezi nejbéznéjsi rostlinné zastupce PA patii putrescin

(Put), kadaverin (Cad), spermidin (Spd), spermin (Spm) a thermospermin (Obr. 15).

HN NN putrescin
NH\/\/\

HNTT N NH; spermidin
NSNS

HzN/\/ NH/\/\NHz spermin

Obr. 15 Nejvyznamnéjsi polyaminy spolecné pro vSechny druhy rostlin.
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Koncentrace PA v rostlindch je mnohem vy33i (10°-10-> mol-I'") oproti endogennim
fytohormontm (10713-107 mol-1'!). Celkova koncentrace PA a poméry mezi jednotlivymi
PA se miize vyrazné liSit v zavislosti na druhu rostliny, organu, pletivu a také vyvojovém
stadiu rostliny (Hussain et al., 2011). PA se v buiice vyskytuji jako volné molekuly nebo
mohou byt konjugovany s fenolickymi kyselinami. Mohou také interagovat
s makromolekulami, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny, ¢imz mize byt ovlivnéna
jejich stabilita (Bouchereau et al., 1999). Stejné jako fytohormony i PA mohou ovliviiovat
rust a fadu diilezitych vyvojovych a fyziologickych procesii v rostling, jako napt. oddaleni
senescence, bunécné déleni, embryogenezi, organogenezi, kveteni, vyvoj plodd, zrani,
senescenci listl, osmotickou regulaci a biosyntézu ethylenu sdilenim spole¢ného
prekurzoru SAM (Kusano et al., 2008; Hussain et al., 2011). V neposledni fad¢ hraji
dilezitou roli vobrané a vyvoji tolerance rostlin vici Siroké Skale biotickych
a abiotickych stresti (vysoka a nizka teplota, salinita, hyperosmdza, hypoxie atd.)
(Yamakawa et al., 1998; Alcazar et al., 2010). U rostlin vystavenych stresu byly
prokézany zmény v obsahu a metabolismu PA, s ¢imZ souvisi napf. nadmérna exprese
enzymu zapojenych do biosyntézy nebo naopak katabolismu PA. Pomér katabolismu
a anabolismu PA je rozhodujicim faktorem pfi toleranci vici stresu zprostiedkované PA
(Moschou et al., 2008; Hussain et al., 2011). Bylo napf. zjisténo, ze rostliny
s nedostatkem syntézy Put jsou piecitlivélé na stres (Cuevas et al., 2008). Uroveii
akumulace volnych PA béhem stresu je zavisla na Case a druhu stresu (Liu ef al., 2011).
PA jsou zapojeny také do procesu replikace, transkripce a translace (Bouchereau et al.,
1999). Diky struktufe a pfitomnosti kladného naboje a methylenovych skupin mohou PA
stabilizovat biologické membrany a bunécné struktury ptfimou vazbou na membranové
fosfolipidy, dale stabilizuji negativné nabité makromolekuly a udrzuji rovnovahu mezi
kationty a anionty (Gill a Tuteja 2010b). Diky jejich povaze vykazuji antioxida¢ni aktivitu
a jsou schopné zachycovat volné radikdly a zvySovat expresi genti kodujicich
antioxida¢ni enzymy, ¢imz dochézi ke zvySeni obsahu celkovych antioxidant
(Roychoudhury et al., 2011).

Obsah PA je regulovan katabolickymi a anabolickymi procesy, pficemz biosyntéza PA
je zahajena tvorbou diaminu Put. U rostlin dochézi nejdiive k pfeméné substratu argininu
na agmatin za katalyzy arginindekarboxylasy (ADC, EC. 4.1.1.19), dale nasleduje tvorba
N-karbamoylputrescinu za katalyzy agmatiniminohydrolasy (AIH, EC. 3.5.3.12)
a nakonec pomoci N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (CPA, EC 3.5.1.53) dochazi

k tvorbé Put obsahujici dvé primarni aminoskupiny (Slocum et al., 1984). Enzym ADC
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je v rostlinach pro biosyntézu Put klicovy (Alcazar et al., 2005). U savcu je Put tvofen
z ornithinu za katalyzy ornithindekarboxylasy (ODC, EC 4.1.1.17). Put je dale
pfeménovan na Spd pifip. Spm v reakci katalyzované spermidinsynthasou (SPDS, EC
2.5.1.16) ptip. sperminsynthasou (SPMS, EC 2.5.1.22), které ptenaseji aminopropylové
zbytky z donoru dSAM (dekarboxylovany S-adenosylmethionin) na akceptory Put pfip.
Spd (Shao et al., 2012) (Obr. 16).

Klicovymi enzymy katabolismu PA jsou aminoxidasy (AO)
a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH, EC. 1.2.1.19). AO katalyzuji oxida¢ni
deaminaci PA za vzniku pfislusného aminoaldehydu a H>O>. AO lze dle kofaktoru
klasifikovat do skupiny diaminoxidasy obsahujici méd (DAO, EC 1.4.3.6)
a polyaminoxidasy obsahujici FAD (PAO, EC 1.5.3.3.) Tyto AO se li$i substratovou
specifitou, mechanismem oxidace substratu a bunécnou lokalizaci (Tiburcio et al., 2014).
DAO maji vysokou afinitu pro oxidaci priméarnich aminoskupin a katalyzuji pfeménu Put
na H,O,, NH3 a 4-aminobutanal, ktery cyklizuje na A! pyrrolin a déle jej 1ze pfeménit az
na kyselinu y-aminomdselnou (GABA) pomoci enzymu AMADH. PAO katalyzuji
oxidacéni Stépeni Spd a Spm za vzniku 4-aminobutanalu
a 1-(3-aminopropyl)-4-aminobutanalu za soucasné tvorby propan-1,3-diaminu a H»O»
(Sebela et al., 2000). Dalsi oxidaci propan-1,3-diaminu vznika 3-aminopropanal, coZ je
nejlepsi substrat enzymu AMADH a jeho katalyzou vzniké B-alanin, ktery je prekurzorem
osmoprotektantu [-alaninbetainu (Duhazé et al., 2002). Obecné¢ jsou AMADH
NAD"-dependentni enzymy katalyzujici oxidaci ®-aminoaldehydi, vzniklych
katabolismem PA, na ptislusnou @-aminokyselinu za sou¢asné redukce NAD™ (Tylichova

etal., 2010).
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Obr. 16 Metabolismus polyaminti (PA). ODC ornithindekarboxylasa,
ADC arginindekarboxylasa, AIH agmatiniminohydrolasa,
CPA N-karbamoylputrescinamidohydrolasa, DAO diaminoxidasa, SPDS spermidinsynthasa,
SPMS sperminsynthasa, SAM S-adenosylmethionin, PAO polyaminoxidasa (pfevzato a
upraveno z Gupta et al., 2016).

2.1.4.1 Uloha polyaminii v obranné reakci na teplotni stres

Kazdy abioticky stres, véetné TS, je spojen s nadprodukci ROS, coz vede k oxida¢nimu
poskozeni bunéénych komponentii zahrnujici peroxidaci lipidii v membranach (Anjum et
al., 2015). Jednim zpisobem, jak lze podpofit endogenni obranny systém rostlin proti
negativnim dopadiim stresovych podminek, miize byt napi. exogenni aplikace PA
na rostliny. Antioxidacni ucinek PA je pfisuzovan schopnosti zachycovani ROS,
schopnosti inhibice lipidové peroxidace a oxida¢nim reakcim katalyzovanych enzymy
DAO a PAO vedoucich k produkci H>O», ktery vstupuje do sité obrannych reakci rostlin
(Groppa a Benavides, 2008). Je znamo, Ze fenylpropanoid-polyaminové konjugaty ptisobi
jako antioxidanty proti ROS a RNS v reakci na stres (Yamasaki a Cohen, 2006). PA
mohou také regulovat obsah H>O> v butice a zmiriovat oxida¢ni stres pomoci modulace
genové exprese antioxidacnich enzyml (CAT, APX, SOD) (Sung et al., 2011).
Pti abiotickém stresu dochazi také ke zvyseni hladiny kyseliny abscisové (ABA), coz je
fytohormon hrajici diilezitou roli v celé fad¢ vyvojovych procesti a adaptivnich reakci
na stres z prostfedi rostliny. ABA je odpovédna za spusténi exprese genil spojenych

se stresem, vcetné genll pro biosyntézu PA (Kasinathan a Wingler, 2004). Existuji studie
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prokazujici vliv exogenné¢ aplikované ABA na transkripci a biosyntézu metabolickych
enzyml PA (ADC, SPDS, SPMS) u rostlin vystavenych stresovym podminkam (Alcézar
et al., 2006; Hussain et al., 2011). Krom¢ H>0; jsou PA zahrnuty také do indukce
produkce dalsi signalni molekuly, a to NO (Palavan-Unsal a Arisan, 2009). PA, ABA,
H>02 a NO jsou mnohostranné signalni molekuly tvotici komplexni synergickou sit’
pfi pusobeni abiotického stresu na rostlinu. PA reguluji napf. zavirani stomat pfimym
zapojenim do biosyntézy signalnich molekul, jako je ABA, H2O2 a NO (Alcazar et al.,
2010). Dale bylo ve studii Filippou et al. (2013) zjisténo, ze pii pouziti donoru NO
(nitroprussidu sodného) doslo k regulaci metabolismu PA a prolinu u rostlin.
Pti dlouhodobém plisobeni SNP (24 h) doslo ke snizeni rychlosti fotosyntézy a akumulaci
Put a prolinu v disledku zvySeni aktivit piislusnych biosyntetickych enzymi. Pozorované
vyznamné zvySeni aktivity DAO koreluje s akumulaci Put, zatimco aktivita PAO vzrostla
pouze mirn¢ (Filippou et al., 2013).

U studii zaméfenych na ulohu PA v rostlinach vystavenych TS byly taktéZ pozorovany
zmény v hladinach PA a v aktivité enzymil souvisejicich s metabolismem PA a ROS.
Bylo napf. prokdzano, ze exogenni aplikace PA na rostliny vystavenych TS vedla
k ochrané membréanové integrity. Déle bylo zji§téno, Ze preinkubace rostlin s exogennimi
PA pfedtim, nez byly vystaveny TS, vedla k G¢inn¢jSi regeneraci rlstu kotfenl
a hypokotylu (Amooaghaie a Moghym, 2011). Pfi exogenni aplikaci Spd na rostliny
vystavené TS byla detekovana zvysSend aktivita antioxidac¢nich enzymt (CAT, SOD,
APX) (Tian et al., 2012). Ve studii Roy a Ghosh (1996) byla pozorovana vyssi akumulace
PA a zvySena aktivita ADC. Je znamo, Ze Spm je z hlediska ochrany vici nepiiznivym
podminkam nejucinnéjsi, protoZze ma nejvetsi kladny ndboj diky ¢tyfem aminoskupinam.
(Bouchereau et al., 1999). Ve studii Sagor et al., 2012 pozorovali linedrni zvySovani
obsahu Spm pfii plisobeni TS. Rovnéz zjistili, ze ¢im vyssi je obsah Spm, tim vyssi je
termotolerance, nebot’ aplikace Spm zptisobila zvySeni exprese genil souvisejicich s TS

(Sagor et al., 2012).

2.1.5 Dopad teplotniho stresu na zemédélstvi

V soucasnosti je abioticky stres primarni pti¢inou celosvétového ubytku plodin, ktery
se pohybuje okolo 50 %. Situace se zhorSila v disledku drastickych a rychlych zmén
globélniho klimatu, jehoZ hlavni pfi¢inou je rostouci koncentrace sklenikovych plynt
diky primyslovému rozvoji (Boyer 1982; Lal, 2004; Friedlingstein et al., 2010; IPCC,

2014). Odhaduje se, Ze pti zvySeni primérné globalni teploty o 1 °C se vynosy pSenice
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snizi 0 6 %, ryze o 3,2 %, kukutice o 7,4 % a sdja o 3,1 % (Zhao et al., 2017). Studium
dopadu vysokych teplot na riist a vyvoj rostlin je proto dilezity pro dosazeni maximalni
zem&délské produktivity a zapezpeceni potravin. Piestoze rostouci teploty jsou
v nekterych chladnéjSich oblastech svéta prospésné, celkovy globalni dopad je stale
negativni (Challinor ef al., 2014). Na urovni celé rostliny, kdyz teplota stoupne o 5-6 °C
nad optimalni teplotu okoli, dochazi k urychleni ¢i pteruseni vegetativniho vyvoje,
podpoie casného kveteni, pomalému riistu kofenti a vyhonk, snizeni asimilace, inhibici
produkce semen a zvySeni nachylnosti k patogenni infekci (Alcazar a Parker 2011; Gray
a Brady 2016). Mezi dalsi fenotypové zmény zptsobené TS patii zvySend senescence
listil, snizena klicivost semen a zhorsSeni jejich kvality (Bahuguna a Jagadish 2015; Fahad
et al., 2016). Dochazi také k morfologickym zménam, a to k inhibici ristu, zmén¢ barvy
plodt a listi, vétSimu prodlouzeni hypokotylu, nizsi hustoté priduchti a zuZeni tloustky
listhh (Quint ef al., 2016). TS zanechava Skodlivé ucinky také v reprodukénim vyvoji, kdy
dochazi napt. k inhibici vyvoje samciho i sami¢iho gametofytu, kliceni pylu, ristu pylové
lacky ¢i otevirani prasniku (Hedhly, 2011; Sage et al., 2015). Vysledkem poruchy
Ci ztraty plodnosti rostlin jsou zemédé€lské ztraty. V mirné oblasti mize pusobeni
vysokych teplot béhem reprodukéni faze zplisobit zna¢né sniZzeni vynosu obilovin.
Kvalita obilovin a olejnatych plodin je také zna¢né€ snizena, nebot’ v disledku TS dochazi
ke snizeni obsahu oleje, Skrobu a bilkovin (Wilhelm et al., 1999; Maestri et al., 2002).
Negativni vliv TS lze pozorovat také napft. u rajéat, protoze ovliviiuje meidzu, oplodnéni
a rist embrya, coz zpusobuje snizeni vynosu (Camejo et al., 2005). Pokud teploty
vzrostou na 40 °C a vys, miize dojit k vaznému poskozeni bun¢k vedouci az k bunécéné
smrti. Rostliny pfedem vystavené po urcitou dobu vys§im neletdlnim teplotdm vykazuji
vyznamn¢ zvysenou toleranci k vysokym letdlnim teplotdm. Tomuto jevu se fika ziskana
termotolerance (Sung et al., 2003). Béhem tohoto procesu rostliny diky zvySeni okolni
teploty iniciuji pfenos signdlu vedouci k regulaci exprese fady gend, vcetné téch, které
koéduji Hsp a enzymy zachycujici ROS. Pochopeni mechanismil, kterymi rostliny
ziskavaji termotoleranci, je nezbytné k usnadnéni produkce plodin prostiednictvim
Slechténi termotolerantnich rostlin obsahujici molekuldrni (termotolerantni) markery

(Liet al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (Belgie): chlorid médny, NADPH tetrasodna stl

AppliChem (Némecko): dodecylsiran sodny (SDS)

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue G-250

Fluka (Svycarsko): dihydrat disodné soli ethylendiamintetraoctové (EDTA-Na*)
Honeywell (Rumunsko): diethylether

Lachema (CR): jod

Lach-Ner (CR): ethanol, hydrogenfosfore¢nan draselny, kyselina chlorovodikova
Messer (CR): dusik kapalny

PENTA (CR): dihydrogenfosfore¢nan draselny, ledové kyselina octova

Roth (Némecko): jodid draselny, 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina (DTNB),
5-brom- 4-chlor-3-indolylfosfat (BCIP), nitrotetrazoliova modi (NBT), Tween-20

Sigma-Aldrich (Némecko): hovézi sérovy albumin (BSA),
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), n-butanol, Ponceau S, akrylamid (AA),
B-merkaptoethanol, bromfenolova modf, glycerol, kozi anti-krali¢i sekundarni protilatka
znaCena alkalickou fosfatasou, mySi monoklondlni primérni protilatka anti-Hsp70,

persiran amonny (APS), susené mléko, sulfanilamid, chlorid rtutnaty, L-cystein

hydrochlorid

Unilever (CR): SAVO

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); analyzator NO CLD 88 (Eco Physics, Svycarsko);
aparatura pro chemiluminiscenc¢ni detekci (Eppendorf, Némecko); automatické pipety
(Eppendorf, Némecko); blotovaci syst¢ém Mini PROTEANe® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); desticka Take3 Multi-Volume plate (BioTek,
USA); detekéni zatizeni BIO-RAD Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA); digitalni pH metr
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(InoLab pH levell, Némecko); digitalni predvazky (KERN, Némecko); Nexera X2
UHPLC (Shimadzu Handels GmbH); elektroforeticka komurka (Bio-Rad, USA);
elektroforeticky systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka
michacka (IKA, Némecko); hmotnostni spektrometr-8050 (Shimadzu Handels GmbH);
chromatografickd kolona (Waters, Milford, MA, USA); mikrodesticky Test plate 96F
(TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy reader PowerWave XS (BioTek Instruments, USA);
nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA); termostat (BioSan, Litva); ttepacka
3D (BioSan, Litva); vortex (Stuart, UK); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic
(Bio-Rad, USA).

3.1.3 Rostlinny material

Pro studium mozného vlivu NO na regulaci aktivity enzymii S-nitrosylaci byly pouzity
dva kultivary hrachu setého: P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Pro kultivar
P. sativum cv. Twinset je charakteristickd vyss$i odolnost vic¢i patogentim, jako je padli,

fusariové vadnuti a vir PSbMV (Pea Seed-borne Mosaic Virus).

3.1.4 Priprava rostlinného materialu

Semena hrachu byla oSetiena 3% (v/v) roztokem SAVO Original po dobu 2 min, poté
byla 10x promyta vodou a ddna na 1 den bobtnat ve vod¢. Nasledujici den byla semena
umisténa na filtracni papiry navlhéené vodou a ponechéna 3 dny klicit ve tmé pii 25 °C.
Nakli¢ena semena byla piemisténa do misek v hydroponickém uspotfadani s Y4
Hoaglandovym roztokem (Tab. 3). Semena byla péstovana 7 dni ve fytotronu za
podminek svételného rezimu 12 h svétlo/12 h tma a teploty 25 °C. Rostliny byly nésledné
vystaveny kratkodobému (2 h) a dlouhodobému (24 h) pisobeni TS pii 45 °C. Rostliny
byly odebirany a dale zpracovany 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahajeni experimentu. Ve stejnych
Casovych intervalech byly odebirdny rostliny z kontrolniho experimentu (rostliny nebyly

vystaveny TS). Kofenova a nadzemni ¢ast rostlin byla oddélena a zamrazena.
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Tab. 3 Slozeni Hoaglandova roztoku.

PouZité roztoky Koncentrace zdasobniho rogtoku  Pipetovany objem [ml]*
KNO; 1 mol 1! 1,5
Ca(NOs), - 4 H,O 1 mol-1"! 1
NH4H:PO;4 1 mol-1"! 0,5
MgSOs - 5 H,O 1 mol-1"! 0,25
H;BO; 25 mmol-1! 0,5
KCl 50 mmol-1"!
MnSOs - 5 H,O 2 mmol-1"
ZnS04 - 7 H,O 2 mmol-1" 1
CuSOs - 5 H,O 0,5 mmol-1"!
(NH4)6MO7024 -4 H,O 0,5 mmol'l'l
FeSO, - 7 H,O+ Na,EDTA 20 mmol-1" 1

* Roztok doplnén destilovanou vodou na objem 4 1
3.1.5 Zpracovani rostlinného materialu

Z nadzemni ¢asti 10-12 rostlin (zamrazené vzorky) byl pfipraven smésny vzorek
homogenizaci v tfeci misce s tekutym dusikem na jemny prasek, ktery byl rozdélen do
mikrozkumavek a uchovan v mrazicim boxu pfti -80 °C pro dalsi praci. Extrakce byla
provéadéna v extrakénim pufru vhodnym pro realizované detekéni metody v poméru 1:2
(1 g rostlinného materialu: 2 ml extrakéniho pufru).

Suspenze homogenizovanych rostlin v extrakénim pufru byla 20 min pii 4 °C
pravidelné promichavana na vortexu. Poté byla provedena centrifugace (20 min, 16000
g, 4 °C) a odpipetovan supernatant do ¢istych mikrozkumavek. Extrakt byl pouzit pro
spektrofotometrické méfeni aktivit enzymt, stanoveni celkovych proteinti, detekci RSNO
pomoci Savillovy a chemiluminiscen¢ni metody a detekci proteinu Hsp70 metodou
Western blot.

Extrakéni pufr pro stanoveni aktivity GSNOR: 50 mmol-1"! Tris-HCI pufr pH 7,5; 0,2%
Triton X-100; 2 mmol-1"' DTT; 1 mmol-1"! AEBSF

Extrakéni pufr pro stanoveni aktivity TrxR: 100 mmol-1"! K-fosfatovy pufr pH 7; 10
mmol-1'' EDTA-Na*

Extrakéni pufr pro stanoveni RSNO Savillovou metodou: 50 mmol-1"! Tris-HCI pufr pH
7.5; 0,2% Triton X-100; 1 mmol-1"' AEBSF

Extrak¢ni pufr pro stanoveni RSNO chemiluminiscenéni metodou: PBS pufr pH 7,4 (8 g
NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO4, 0,24 g KH>PO4/ 1 1 H20) / Griess A (3,5 g
sulfanilamid/ 100 ml 0,5 mol-1"! HCI)

Extrakéni pufr (tzv. ..R“ roztok) pro detekci Hsp70: 0,1 mol-1"! Tris-HCI pufr (pH 7);
vzorkovaci pufr; 10% SDS
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Vzorkovaci pufr: 0,125 mol-I"" Tris-HCI pufr (pH 6,8); 4% SDS; 20% glycerol; 5%

merkaptoethanol; 0,02% bromfenolova modi

3.1.6 Stanoveni proteini

Koncentrace celkovych proteinti byla stanovena metodou Bradforda spektrofotometricky
pomoci readeru PowerWave XS. Tato metoda vyuziva barvivo Coomassie Brilliant Blue
G-250, které se v kyselém prostfedi vaze na molekulu proteinu za vzniku modrého
zbarveni. Intenzita zbarveni je umérnd mnozstvi proteinu v extraktu (Bradford, 1976).
Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). Pouzité koncentrace BSA byly
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg-ml'.

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 45 ul destilované vody, 5 pl
extraktu/standardu/vody a 200 pl Bradfordova c¢inidla. Reakéni smés byla 5 min

inkubovana pii 25 °C a poté byla zméfena absorbance pfi vinové délce 595 nm.

Bradfordovo ¢inidlo (zasobni roztok): 0,5 mg-ml! Coomasie Brilliant Blue G-250; 0,25

mol-I'! methanol; 0,5 mol-I'! kyselina fosfore¢na. Pfed pouzitim zfedéno destilovanou

vodou v poméru 1:4.

3.1.7 Stanoveni polyamini metodou HPLC-MS

Ze vzorki rostlinného zamrazeného materidlu bylo po lyofilizaci odvazeno
do mikrozkumavky vzdy po 5 mg. Takto pfipravené vzorky byly homogenizovany
v oscilaénim homogenizatoru pti 27 Hz po dobu 5 min. Nasledné byl ke vzorkiim ptfidan
1 ml 50% ethanolu a poté probéhla sonikace v ultrazvukovém homogenizatoru po dobu
10 min pfi 25 °C. Vzorky byly poté zcentrifugovany (5 min, 14300 g, 25 °C) a vzniklé
supernatanty byly pieneseny do Cistych mikrozkumavek po 200 pl. K supernatantiim
se nasledné pfidalo 200 pl 2 mol-1"! NaOH a 2 ul derivatizaéniho ¢inidla benzoylchloridu.
Po promichani na vortexu se nechaly vzorky 40 min inkubovat pfi 25 °C. Nasledn¢ bylo
ke vzorkiim ptidano 500 pl nasyceného roztoku NaCl a 500 ul diethyletheru. Smés byla
promichana a ponechana stat pro ustaleni rozhrani mezi vrstvami. Horni etherova vrstva
byla piepipetovana do Cisté mikrozkumavky a ke zbylé spodni vrstvé bylo opét pridano
500 pl diethyletheru pro zopakovani extrakce. Ob¢ etherové frakce byly spojeny a
nasledné odpateny ve vakuové odparce pti 60 °C. Vzniklé odparky byly pted dalSim
pouzitim skladovany pii -20 °C. Poté byly odparky rozpustény v 200 ul 0,5% kyseliny

mravenci a umistény do ultrazvukového homogenizatoru na 10 min pii 25 °C. Nasledné
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probéhla centrifugace (5 min, 14300 g, 25 °C) a ziskané supernatanty byly pfeneseny
po 100 pl do sklenénych vialek k analyze na pfistroji UHPLC ve spojeni s ESI.
UHPLC-MS/MS byla provedena na Nexera X2 UHPLC (Shimadzu Handels GmbH)
spojené¢ s MS-8050 (Shimadzu Handels GmbH). Chromatograficka separace byla
provedena na koloné Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm; velikost ¢astic 1,7 pm)
s ptislusnou piedkolonou pii teploté 40 °C. Mobilni fize A byla 15 mmol-1"! kyselina
mravenéi (pH 3) a mobilni fize B byl methanol. Analyty byly separovany pomoci
bindrniho gradientu zacinajicim na 30% obsahu mobilni fdze B, ktery po dobu 0,5 min
stoupl na 57 %. Do 3. min byl obsah faze B konstantni a poté béhem 0,5 min vzrostl
na 95 %. Po dalsi 0,5 min se obsah faze B sniZzil opét na 30 % po dobu 0,1 min. Rychlost
pratoku byla 0,4 ml-min’! a bylo vstfikovano 5 pl vzorku/standardu. Benzoylované PA
byly detekovany v pozitivnim modu ESI+ vyuzivajici pfislusné MRM piechody.
(Provozni parametry MS: kapilarni napéti -3 kV; napéti rozhrani 4 kV; teplota rozhrani
300 °C, pratok topného a susiciho plynu 10 I'min’!; pratok rozprasovaciho plynu

3 -min'.) Analyza PA byla realizovana ve spolupraci s dr. Cavar na oddéleni VURV.
3.1.8 Stanoveni S-nitrosothiola

3.1.8.1 Savillova metoda

Spektrofotometrické stanoveni celkovych RSNO Savillovou metodou je zalozeno
na detekci a kvantifikaci uvolnéného NO™ z RSNO za katalyzy Hg?* soli. Vznikly dusitan
vytvari v kyselém prostiedi diazoniovou sil, ktera néasledné¢ kopuluje s ¢inidlem NED
za tvorby azobarviva, které lze detekovat spektrofotometricky ptfi 540 nm (Saville, 1958).
Pro kalibraci byl pouZit roztok standardu GSNO v 0,5 mol-1"! HCI o koncentracich 1, 5,
10, 25, 50, 75 a 100 umol-I"".

Extrakt z jednotlivych vzorkd (kap. 3.1.5), pfipadné standard GSNO, byl nejprve
v mikrozkumavce pii 25 °C 5 min inkubovan s ¢inidlem Griess A nebo B v poméru 1:1
a poté byl zcentrifugovan (5 min, 16000 g, 25 °C). Vznikly supernatant byl nasledné
pipetovan do jamek mikrotitra¢ni desticky v poméru 1:0,5 s ¢inidlem NED, s kterym byl
5 min inkubovan. Poté byla zméfena absorbance pii 540 nm. Jako blank byl v ptipadé

vzorku pouZit extrakéni pufr (kap. 3.1.5) a pro standard byla pouzita 0,5 mol-1"! HCL
Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1"' HCI

Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol-1"! HCI + 1% HgCl,
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Cinidlo NED: 0,1% N-(1-naftylethylen)diamin v deionizované H,O

3.1.8.2 Chemiluminiscen¢ni metoda s vyuzitim NO analyzatoru

Dalsi zptisob stanoveni celkovych RSNO byl proveden pouzitim chemiluminiscené¢niho
NO analyzatoru. Princip detekce NO, ktery je uvoliiovan chemickym rozkladem RSNO,
je zalozen na rychlé reakci NO sozonem za vzniku excitované molekuly NO,".
Pfi navratu elektronu z excitovaného stavu zpét do zékladniho stavu dochazi k emitaci
fotonu, ktery je detekovan jako chemiluminiscence (hv). Detekované svétlo, které je
pfimo umérné koncentraci NO, je poté amplifikovano fotonasobi¢em a generovano jako
elektricky signal. Pro $tépeni vazby S-NO byla pouzita trijodidova a Cu*/Cys reakéni
smés (RS), do které byly Hamiltonovou pipetou nastfikovany jednotlivé vzorky.
Uvolnény plynny NO je do analyzatoru odvadén proudem N>, jehoz tlak byl po celou

dobu méteni udrzovan stabilni.
Princip detekce uvolnéného NO Ize obecné popsat rovnicemi:
NO + 0; - NO; + 0,
NO;, - NO, + hv

Jednotlivé vzorky byly extrahovany v PBS pufru nebo ¢inidle Griess A (kap. 3.1.5).
Po ustaleni tlaku dusiku v aparatute (Obr. 17) bylo do RS ve sklenéné aparatutre postupné
aplikovano vzdy 10 ul analytu. Byly testovany tii RS: dvé s rtiznou koncentraci KI a I

(trijodidova RS), tieti obsahujici CuCl a L-cystein (Cu*/Cys RS).

Reakéni smés 1: 0,22 g KI; 0,144 g I; 4,55 ml H2O; 15,45 ml ledové kyseliny octové

(pipetovano 3 ml do reakéni nadoby)

Reakéni smés 2: 52,5 mg KI; 33,6 mg I>; 2,1 ml H2O; 7,9 ml ledové kyseliny octové

(pipetovano 5 ml do reakéni nadoby)

Reakéni smés 3: 1 mmol- 1! L-cystein; 0,1 mmol-I"" CuCl; 400 ml H,O; pH 6,5

(pipetovano 7 ml do reak¢ni nadoby)
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Reak¢ni nadobka

Nadobka s NaOH

(@zichyt NOy)

s:m je jen pro NO
sna\yzﬁto\-\. .

NO analyzator

Obr. 17 Popis aparatury s piislusenstvim pro chemiluminiscenéni stanoveni.

3.1.9 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

Enzym GSNOR katalyzuje NADH-dependentni redukci GSNO na GSSG a NH3. Aktivitu
GSNOR lze urcit jako mnozstvi spotfebovaného NADH pii redukei substratu GSNO
za soucasného poklesu absorbance pii 340 nm (& = 6220 I'mol!-cm™).

Pfed samotnym meéfenim byly extrakty (kap. 3.1.5) jednotlivych vzorki precistény
na kolondch NAP-5 pro odstranéni nizkomolekuldrnich latek. Aktivita byla zméfena
v mikrodestickovém readeru PowerWave XS. Do jamky bylo pipetovano 225 pul
20 mmol-1"! Tris-HCI pufr (pH 8), 30 ul 2 mmol-I"! NADH, 15 ul rostlinného extraktu a
30 pl 4 mmol 1! substratu GSNO pro zahajeni reakce. Aktivita byla stanovena jako
pokles absorbance pti 340 nm po dobu 10 min a 30 °C.

3.1.10 Stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

Enzym thioredoxinreduktasa (TrxR) in vivo katalyzuje redukci oxidované formy
disulfidu s vyuzitim thioredoxinu a NADPH. V in vitro podminkédch TrxR katalyzuje
pfeménu substratu DTNB za soucasné oxidace NADPH. Vzniklé Zluté zbarveni Ize poté

spektrofotometricky méfit pfi 412 nm (g = 14150 I'mol!-cm™).
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Aktivita byla zméfena v mikrodestiCkovém readeru PowerWave XS. Do jamky bylo
pipetovano 230 ul 100 mmol-1'! K-fosfatového pufru (pH 7), 10 ul 6 mmol 1! NADPH,
10 pl 100 mmol-1'! substratu DTNB (rozpusténého v DMSO) a na zavér 50 ul rostlinného

extraktu. Aktivita byla métena jako nartst absorbance pii 412 nm po dobu 2 min a 30 °C.

3.1.11Detekce heat shock proteinii 70 metodou Western blot

Detekce proteinu Hsp70 byla provedena imunochemickou metodou Western blot, ktera
vyuziva elektroforézu SDS-PAGE k separaci proteinii na zakladé jejich molekulové
hmotnosti. Separované proteiny byly poté pfeneseny z gelu na membranu, na které byl

hledany protein detekovan pomoci specifickych protilatek.
Ptiprava vzorki:

Rostlinny material byl extrahovan v ,,R* roztoku v poméru 1:2. Suspenze byla 20 min
promichévana na vortexu pii 4 °C a poté byla provedena centrifugace (10 min, 16000 g,
4 °C). Supernatant byl rozdélen na alikvoty a zamraZen. Pfed pouzitim k samotné
elektroforéze byl alikvot extraktu 5 min inkubovan pfi 100 °C a nasledné ochlazen.

Do jamky gelu bylo pipetovano 10 pl vzorku.

R* roztok: 0,1 mol-1"! Tris-HCI pufr (pH 7); vzorkovaci pufr; 10% SDS

Vzorkovaci pufi: 0,125 mol-I"" Tris-HCI pufr (pH 6,8); 4% SDS; 20% glycerol; 5%

merkaptoethanol; 0,02% bromfenolova modi
SDS-PAGE elektroforéza:

Dle Tab. 4 byl ptipraven 10% délici a 4% zaostfovaci polyakrylamidovy gel, ve kterém
probéhla elektroforetickd separace proteini jednotlivych vzorkl. Separace probihala
pfiblizné 15 min pfi napéti 120 V a poté bylo napéti zvySeno na 180 V.

Tab. 4 Ptiprava zaostrovaciho a déliciho polyakrylamidového gelu pro skla s mezerniky 0,75 mm.

Rozpis je uveden pro 4 gely. AA/BIS akrylamid/bisakrylamid (T 30%, C 0,8%), SDS
dodecylsiran sodny, APS persiran amonny, TEMED tetramethylethylendiamin.

Gel H,O AA/BIS Pufr * 10% (w/v) SDS TEMED APS**¥[
[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] ml]
4% 6,1 1,3 2,5 0,1 0,02 0,2
zaostfovaci
10% 8,2 6,6 5 0,2 0,02 0,2
delici

*Pro zaostfovaci gel byl pouzit 1,5 mol 1" Tris-HCI, pH 8,8. Pro délici gel byl pouzit 0,5 mmol-1"*
Tris-HCI, pH 6,8.

** Pridavkem 10% APS byla zahajena polymerace.
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Western blot

Nasledné byl proveden ptenos proteind z gelu na nitrocelulosovou membranu metodou
semi-dry blotting. Membrana a blotovaci papiry (8,5 x 7 cm) byly namoceny
do blotovaciho pufru. Na spodni elektrodu (anodu) byly poskladany vrstvy v potadi:
blotovaci papir, membrana, gel a blotovaci papir. Pfenos proteinii probihal
pfi konstantnim proudu 190 mA po dobu 2 h. Poté byla membrana promyta destilovanou
vodou a 10 min barvena barvivem Ponceau S pro ovéfeni pfenosu proteinti z gelu
na membranu. Po vymyti barviva v destilované vodé byla membrana pienesena
do blokovaciho roztoku, tj. 5% roztoku suSené¢ho mléka v TBS-T pufru a ponechéna
do druhého dne. Po blokovani byla membréana 2 h inkubovana v roztoku primarni mys$i
monoklondlni protilatky anti-Hsp70 zfedéné 5% roztokem suseného mléka v TBS-T
pufru v poméru 1:2000. Poté byla membrana 3x po 10 min promyta v TBS-T pufru.
Nésledné byla membrana 2 h inkubovéna v roztoku anti-mys$i sekundarni protilatky
znacen¢ alkalickou fosfatasou ziedéné 5% roztokem suseného mléka v TBS-T pufru
v poméru 1:3000. Nasledn€¢ byla membréana opét 3x po 10 min promyta v TBS-T pufru.
Pro detekci Hsp70 byla membrana inkubovana s barvicim roztokem NBT-BCIP.
Po vyvinuti tmavé fialovych bandii byla membrana promyta destilovanou vodou, ususena
a vyfocena detekénim zafizenim BIO-RAD. Intenzita bandid byla vyhodnocena

v programu ImageJ.

SloZeni pouzitvch roztoki:

AA/BIS roztok (T 30%, C 0,8%): 9,2% (w/v) AA, 0,8% (w/v) BIS, destilovana voda

Blotovaci pufr: 0,025 mol-I"! Tris-HCI (pH 8,3); 0,192 mol-1"! glycin; 20% (v/v) methanol

TBS pufr (pH 7.5): 20 mmol-1"!' Tris-HCI; 0,5 mmol-1"! NaCl

TBS-T puft: 2000 ml TBS (pH 7,5); 2 ml 0,1% (v/v) Tween-20

Barvici roztok Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova

Chromogenni substrat NBT-BCIP: 10 ml AP pufru, 33 ul NBT a 33 ul BCIP
AP pufr: 100 mmol 1! Tris-HCI (pH 9,5); 5 mmol-1"! MgCl,; 100 mmol 1! NaCl
NBT roztok: 10% (w/v) NBT v 70% (v/v) N, N'-dimethylformamidu (DMF)

BCIP roztok: 5% (w/v) NBT v 100% (v/v) DMF
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4 VYSLEDKY

Ptedlozena diplomova prace je soucasti projektu zaméfeného na studium ulohy
reaktivnich forem dusiku a polyamini v obrannych reakcich rostlin po vystaveni
teplotnimu stresu (TS). Planované experimenty navazuji na vysledky ziskané v ramci
fedeni diplomové prace Mgr. Jany Stanclové (Stanclova, 2019), ktera se zaméfila
na mikroskopickou detekci produkce NO a ROS, orientacni kvantifikaci produkce RSNO
Savillovou metodou, stanoveni zmén DAO, AMADH a APX aktivity a orientacni
stanoveni zmén v produkci Hsp70.

Ve své préci, realizované na stejném rostlinném modelu, jsem se vénovala moznému
vlivu TS na zmény: v hladinach polyamini, aktivity enzymi podilejicich se na degradaci
RSNO, jako je TrxR a GSNOR, produkce RSNO a Hsp70 u rostlin vystavenych TS.
Pro studium byly pouzity extrakty znadzemni Casti dvou genotypl hrachu setého:
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset, které¢ se 1iSi odolnosti vic¢i nékterym
patogeniim.

Na Obr. 18 jsou znazornény stanovované parametry a pouZzité nebo navrzené metody
v ramci projektu zaméfeného na aktivaci obrannych mechanismil a jejich regulace
v reakci na TS u rostlin. DosaZzené vysledky je nutné v néslednych studiich doplnit
experimenty zahrnujici detekci S-nitrosylovanych proteinti metodou biotin switch, které
nemohly byt zrealizovany z diivodl zkraceni doby vénované vlastni experimentalni praci
v disledku pandemie a nasledného vyhldseni nouzového stavu vedouci k uzavieni

laboratoti na vysokych skolach.

Te;:lotm —p | Polyaminy |— -— >l DAO I -_—-— lAMADH I = == » |AMADH-NO
stres
\HPLC_MS [Spektrofotometrie ] [Spektrofotometrie ] Biotin switch

.
:
.
.
.
[#sp]- — » [vsro]
:
:
.
.
.

[Western b/ot] [ Biotin switch ] ,,,, - TrxR

4 ettt -
Pt -7 Spektrofotometrie

S
-

-
INitraceI < |NO| » ——> RSNO | _

Mikroskopie Savillova metoda = = » | GSNOR
NO analyzator Spektrofotometrie

(Biotin switch)

Obr. 18 Schématické znazornéni navrhu experimentd v projektu zaméfeném na studium ulohy
reaktivnich forem dusiku v obrannych mechanismech rostlin v reakci na teplotni stres. Parametry
uvedené v rizovych rameccich ohraniCenych cervené¢ byly detekovany v ramci predlozené
diplomové prace, parametry v zelenych rameccich ohrani¢enych cervené budou stanoveny
v navazujicich experimentech a parametry v zelenych rameccich ohranienych zelené byly

47



stanoveny v ramci diplomové prace Mgr. J. Stanclové. DAO diaminoxidasa, AMADH
aminoaldehyddehydrogenasa, TrxR thioredoxinreduktasa, GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa,
RSNO S-nitrosothioly.

4.1 Stanoveni polyaminii metodou HPLC-MS

Hladina PA byla stanovena v ¢asovych intervalech 2, 3, 4, 6 a 24 h po zahgjeni
experimentu v extraktech nadzemni ¢asti obou genotypti hrachu vystavenych TS pomoci
metody HPLC-MS. Byly detekovany Cc¢tyfi nejvyznamnéj$i PA: Putrescin (Put),
Kadaverin (Cad), Spermidin (Spd) a Spermin (Spm).

Na Obr. 19 je porovnano zastoupeni jednotlivych PA v nestresovanych rostlinach hrachu
obou genotypll. Koncentrace byla pfepocitina na pmol-mg! suché vahy (DW).
Z vysledkl je ziejmé, Ze nejhojnéji se vyskytujicim PA u obou genotypli hrachu je
jednoznaéné Spd. U P. sativum cv. Twinset dosahuje hodnoty az 1400 pmol-mg'DW a
u P. sativum cv. Kudrna¢ bylo detekovano piiblizné 900 pmol-mg! DW. Druhy nejvice
zastoupeny PA je Spm s hodnotou v rozmezi cca 150-300 pmol-mg! DW. V ptipadé Put

byla koncentrace cca 30 pmol-mg™! DW. Nejniz$i zastoupeni mé&l Cad cca 7 pmol-mg™!

DW.
a) b)
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Obr. 19 Zastoupeni polyaminti (PA) v nadzemni ¢asti obou kultivartt hrachu (P. sativum cv.
Kudmac a P. sativum cv. Twinset) rostoucich za fyziologickych podminek: a) spermidin (Spd) a
spermin (Spm), b) putrescin (Put) a kadaverin (Cad). Koncentrace PA uvedena v jednotkach
pmol-mg™' suché vahy (DW). Experiment byl realizovan v biologickém triplikatu.
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Zmény v zastoupeni PA u rostlin vystavenych TS v ¢asovych intervalech 2, 3,4, 6 a
24 h po zahdjeni experimentu jsou uvedeny na Obr. 20. Jako TS-2 h je oznafen
experiment, ve kterém byly rostliny vystaveny kratkodobému TS, tj. pouze na 2 h.

TS-24 h oznacuje experiment, ve kterém byly rostliny po celou dobu experimentu (t;.

24 h) pii zvySené teploté 45 °C.
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Obr. 20 Zmény v zastoupeni polyamini (PA) v nadzemni ¢asti obou kultivart (P. sativum cv.
Kudrnac a P. sativum cv. Twinset) vystavenych teplotnimu stresu (TS 45 °C) po dobu 2 nebo
24 h. V experimentu byly v ¢asovém intervalu 2, 3, 4, 6 a 24 h stanovovany PA: a) a b) putrescin
(Put), ¢) a d) kadaverin (Cad), e) a f) spermidin (Spd), g) a h) spermin (Spm). Koncentrace
jednotlivych PA byly vztazeny ke kontrolnimu vzorku v daném Casovém intervalu. Experiment
byl realizovan v biologickém triplikatu.

V ptipadé kratkodobého TS nebyly pozorovany do 6 h vyznamné zmény v hladinach
Put u rostlin P. sativum cv. Kudrna¢, pouze po 24 h byl detekovan pokles obsahu Put.
U P. sativum cv. Twinset byl naopak po 2 h TS zaznamenan vyznamny narist produkce
Put, jehoz hladina byla nejvyssi 4 h po zahéjeni experimentu, poté se obsah Put postupné
snizoval az na uroven kontrolnich rostlin (Obr. 20a). U dlouhodobé stresovanych rostlin
byly vyznamné zmény opét detekovany pouze u genotypu P. sativum cv. Twinset, kdy
nejvyssi zmény v produkci Put byly pozorovany po 3 h pisobeni TS. V piipadé
P. sativum cv. Kudrna¢ bylo mirné navyseni produkce Put rovnéz detekovano po 3 h TS.
V ptipad¢ tohoto genotypu podobné jako v ptipad¢ kratkodobého TS byla po 24 h
od zahgjeni experimentu detekovdna niz§i hladina Put v porovnéani s kontrolnimi
rostlinami (Obr. 20b).

Nebyl pozorovan vyznamny vliv kratkodobého ani dlouhodobého ptisobeni TS
na produkci Cad u obou studovanych genotypii hrachu (Obr. 20c, d).

V ptipad¢ stanoveni obsahu Spd, na rozdil od zmén detekovanych na urovni Put, byly
zmeény v disledku ptisobeni TS pozorovany zejména u genotypu P. sativum cv. Kudrnac.
Po 2 h TS dochézi u P. sativum cv. Kudrna¢ ke zvySeni obsahu Spd az o 30 % oproti
kontrole. V ptipad¢ P. sativum cv. Twinset byla hladina Spd pfi kratkodobém TS mirné
snizend v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 20e). Naopak u dlouhodobého TS
byla detekovana nejvyssi hladina Spd az po 3 h od zah4jeni experimentu a to u obou

genotypt hrachu, cca 0 65 % u P. sativum cv. Kudrnac a o 20 % u P. sativum cv. Twinset.
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Nasledné¢ u obou genotypti byl zaznamenan pokles hladiny Spd a po 24 h TS byla hladina
Spd niZsi v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 20f).

Zmény v produkci Spm byly podobné jako v pfipadé Put zaznamendny zejména
u P. sativum cv. Twinset. V pfipad¢ obou forem stresu byl maximalni nartst produkce
(cca 0 85 % oproti kontrole) zaznamenan po 2 h vystaveni TS. V obou experimentech byl
pozorovan nasledné pokles obsahu Spm. V ptipadé kratkodobého stresu byl maximalni
pokles detekovan 4 h po zahajeni experimentu a v pfipadé¢ dlouhodobého TS az 3 h.
V nasledujicich ¢asovych intervalech byl pozorovan opétovny nartst produkce Spm.
U P. sativum cv. Kudrna¢ doslo po 2 h TS naopak ke snizeni obsahu Spm (cca o 30 %
oproti kontrole) a v pfipadé obou forem TS byl pozorovan nésledny mirny nardst

produkce Spm (Obr. 20g, h).

4.2 Stanoveni S-nitrosothiolu

Signalni molekula NO hraje dilezitou roli v obrannych mechanismech v reakci
na stresové podminky prostfednictvim PTM zvané S-nitrosylace, ktera vede ke zméné
enzymovych aktivit, stability ¢i lokalizace proteint. Obsah vzniklych RSNO je regulovan
denitrosyla¢nimi enzymy GSNOR a TrxR. Detekce RSNO v roztoku je naro¢nd z diivodu
jejich vysoké nestability, nebot’ snadno podléhaji degradaci v pfitomnosti redukcénich
¢inidel, pfechodnych kovi ¢i svétla. V této diplomové praci byly pouzity pro stanoveni
RSNO dvé metody liSici se specifitou, citlivosti a ¢asovou naro¢nosti. Analyza byla
provedena v extraktech nadzemni ¢asti obou kultivard hrachu setého rostoucich

za fyziologickych a stresovych podminek.

4.2.1 Savillova metoda

Prvni metodou pro stanoveni RSNO byla pouzita Savillova metoda, ktera je zaloZena
na spektrofotometrické detekci a kvantifikaci uvolnéného NO* z RSNO za katalyzy Hg?*
soli. Obsah RSNO detekovany v nadzemni ¢asti rostlin vystavenych TS byl pfepocitan
na koncentraci v jednotkdch pmol-g! FW a vztaZzen k obsahu RSNO detekovaného
u kontrolnich rostlin v daném c¢asovém intervalu. Obsah RSNO byl za fyziologickych

podminek u obou genotypt hrachu srovnatelny (Obr. 21).

51



RSNO [umol-g! FW]

P.sativum cv. P.sativum cv.
Kudrnac Twinset

Obr. 21 Obsah S-nitrosothioll (RSNO) stanoveny za fyziologickych podminek u kultivari
P. sativum cv. Kudrmég a P. sativum cv. Twinset. Obsah RSNO je uveden v jednotkich pmol-g™
cerstvé vahy (FW). Experiment byl realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

Z vysledki uvedenych na Obr. 22a lze pozorovat, Ze v piipad¢ kratkodobého TS byl
zaznamenan mirny nartist produkce RSNO o 10 % oproti kontrole u P. sativum cv.
Kudmac¢ a o 25 % u P. sativum cv. Twinset. V ptipad¢ P. sativum cv. Kudrna¢ byl
pozorovan pozvolny pokles obsahu RSNO, kdy po 24 h od zahdjeni experimentu byla
hladina RSNO cca o0 45 % niZzsi v prorovnani s kontrolnimi rostlinami. U P. sativum cv.
Twinset byl pokles obsahu RSNO zaznamenan do 4 h po zahijeni experimentu (cca
0 50 % niz8i obsah RSNO v porovnéni s kontrolou). Poté byl pozorovan narist produkce
RSNO. Po 24 h byla hladina RSNO nejvyssi (vyssi cca o 50 % oproti kontrolnimu vzorku)
(Obr. 22a). Podobny trend zmén u P. sativum cv. Twinset byl detekovan i v pfipadé
dlouhodobého TS (Obr 22b), pouze snizeni hladiny RSNO 4 h po zah4ajeni experimentu
nebylo tak vyrazné jako v piipadé kratkodobého stresu. U P. sativum cv. Kudrna¢ byl
do 6 h TS zaznamenan mirny nartst RSNO. Po 24 h TS byl v piipadé€ tohoto genotypu
pozorovan pokles obsahu RSNO. Hladina RSNO byla cca o 20 % niz8i v porovnani

s kontrolnimi rostlinami (Obr. 22b).

52



TS-2h TS-24h

P.sativum cv. Kudrna¢ B P sativum cv. Twinset N P.sativum cv. Kudrna¢ B P sativum cv. Twinset

2 [
ol I
1 I . I ! I I
05 i 1 05
0 0
0 2 3 4 6 24 2 3 4 6 24
¢as [h]

das [h]

1

RSNO [rel.jednotky
RSNO [rel jednotky]

Obr. 22 Grafické znazornéni zmén v obsahu S-nitrosothioltl (RSNO) v extraktech nadzemni casti
obou kultivart P. sativum cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset vystavenych kratkodobému (TS
2 h) a stalému teplotnimu stresu (TS 24 h). Koncentrace RSNO v jednotkach pmol-g" &erstvé
vahy (FW) byla vztaZzena ke kontrolnim vzorkiim v daném ¢asovém intervalu. Experiment byl
realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

4.2.2 Chemiluminiscen¢ni metoda s vyuzitim NO analyzatoru

Druhou metodou, kterou byly detekovany RSNO v extraktech nadzemni ¢asti hrachu
seté¢ho, byla chemiluminiscenéni metoda vyuzivajici NO analyzator. Byly testovany

optimélni podminky pro analyzu RSNO. Jako standard byl pouzit roztok GSNO.

4.2.2.1 Testovani podminek stanoveni RSNO s vyuzitim NO

analyzatoru

Byly porovnany vysledky dosazené pii extrakci pomoci extrakéniho pufru PBS nebo
¢inidla Griess A. Déle byly testovany 3 typy reakéni smési (RS), ve kterych probiha
rozklad RSNO. Byla pouzita trijodidova a Cu™/Cys reakéni smés, jejichz slozeni je
popséano v kap. 3.1.8.2. Do RS bylo aplikovano vzdy 10 ul vzorku.

Pro testovani extrakénich roztokii a RS byla pouZzita nadzemni ¢ast rostlin P. sativum
cv. Kudrnac po vystaveni kratkodobému TS (2 h). Rostliny byly odebrany 6 h po zahdjeni
experimentu. Odbér v daném case experimentu byl zvolen na zdklad¢ orientacnich
vysledkd uvedenych v diplomové praci Mgr. J. Stanclové (Stanclova, 2019), kde byla
v daném rostlinném materidlu v rdmci orientaéniho méfeni stanovena pomoci Savillovy

metody nejvyssi hladina RSNO.
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Obr. 23 Grafické znazornéni vlivu extrakce a slozeni reakéni smési (RS) na stanoveni
S-nitrosothiolti (RSNO) s vyuzitim NO analyzatoru. Pro experiment byly pouzity 3 typy RS a 2
typy extrakéniho ¢inidla. Pro analyzu byl pouzit extrakt nadzemni ¢asti P. sativum cv. Kudrmac
vystaveny kratkodobému teplotnimu stresu (2 h) (odbér po 6 h od zahéjeni experimentu). Jedna
se o orientacni méteni, které nebylo provedeno v biologickém triplikatu.

U vzorkih po extrakci do PBS byl detekovan vyznamné intenzivnéj$i signal
v porovnani se vzorky po extrakci ¢inidlem Griess A (Obr. 23). Je ziejmé, Ze pouzitim
¢inidla Griess A byl eliminovan vliv pfitomnych dusitanti na stanoveni RSNO. Rozdilné
koncentrace pouzitych slozek v trijodidovych RS 1 a 2 nemély efekt na detekovany
signal. V piipadé pouziti Cu*/Cys RS vyznamné sniZeny signal ve vzorcich po extrakci
v PBS potvrzuje ucinnost této reakéni smési na eliminaci vlivu dusitanti pfi stanoveni
RSNO. Efekt Cu’/Cys RS je na eliminaci dusitani u¢inngjsi ve srovnani s vlivem
extrakce Cinidlem Griess A, coz naznacuje porovnani signalii stanovenych ve vzorcich po
extrakci Cinidlem Griess A detekovanych v trijodidové a Cu®/Cys RS. Z vysledkt
vyplyva, Ze piipouziti Cu/Cys RS nema typ extrakce vliv na detekovany signal.
Detekovany signal pro RSNO v extraktech byl na hranici limitu detekce a kvantifikace
(LOD = 0,06 pmol-I"! a LOQ = 0,2 pmol-1"! (Mioto et al., 2017).

Pro vypocet koncentrace celkovych RSNO ve vzorku byla sestavena kalibraéni kiivka

s vyuzitim standardu GSNO o koncentraci 1, 5, 10, 25 a 50 pmol-1"! (Obr. 24).
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Obr. 24 Kalibracni kiivka stanovena pro detekci S-nitrosothiold (RSNO) NO analyzatorem
s vyuzitim standardu S-nitrosoglutathionu (GSNO). Méfeni probéhlo v technickém triplikatu.

4.2.2.2 Orientacni stanoveni RSNO s vyuzitim NO analyzatoru

Z diivodi velmi nizkého signalu pro RSNO detekovaného v rostlinnych vzorcich
s vyuzitim NO analyzatoru bylo provedeno pouze orientaéni stanoveni RSNO
v extraktech nadzemnich casti rostlin obou genotypld vystavenych po celou dobu
experimentu TS (Obr. 25). Extrakce byla provedena pomoci ¢inidla Griess A a pro detekci
RSNO byla pouzita trijodidova RS. Zmény v obsahu RSNO v priubéhu TS odpovidaji
zméndm detekovanym Savillovou metodou. V ptipadé rostlin P. sativum cv. Twinset byl
zachycen pokles obsahu RSNO do 4. h po zahajeni experimentu a nasledny vyznamny
nartist obsahu RSNO. V ptipadé P. sativum cv. Kudrna¢ byl zaznamenan pokles obsahu
RSNO v pribéhu experimentu. Z ditvodii velmi nizkych signalti na urovni detekéniho
limitu stanovenych metodou vyuzivajici NO analyzator, bylo stanoveni RSNO

v biologickém triplikdtu realizovano Savillovou metodou (kap. 4.2.1).

55



TS-24h

P. sativum cv. Kudrnac B P, sativum cv. Twinset
0,6
0,5
=04
g
= 03
S o2
»n
M0, I l
0
2h 3h 4h 6h 24 h
cas [h]

Obr. 25 Obsah S-nitrosothiolit (RSNO) v extraktech (v ¢inidle Griess A) nadzemni ¢asti obou
kultivarG P. sativum cv. Kudrna¢ a cv. Twinset vystavenych dlouhodobému teplotnimu stresu
po dobu 24 h (TS 24 h). Pro detekci byla pouzita trijodidova reakéni smés. Koncentrace RSNO
je uvedena v jednotkach pmol-l'. Jedna se o orientaéni méfeni, které nebylo provedeno
v biologickém triplikatu.

4.3 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

Enzym GSNOR, katalyzujici NADH-dependentni redukci substratu GSNO, je jedna
z klicovych slozek obranného mechanismu zabranujici nadmérné akumulaci RSNO
za stresovych 1 fyziologickych podminek. Aktivita GSNOR byla stanovena
spektrofotometricky v extraktech nadzemnich c¢asti obou genotypid hrachu setého
pti 340 nm, kdy detekujeme pokles absorbance v disledku spotieby kofaktoru NADH
za soucasné redukce GSNO. Aktivita GSNOR byla pfepoctena na gram Cerstvé vahy
(nkat-g"! FW) a vztaZena k aktivité¢ GSNOR kontrolnich nestresovanych rostlin v daném
casovém intervalu. Aktivita GSNOR byla za fyziologickych podminek u obou genotypti
hrachu srovnatelna (Obr. 26).
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Obr. 26 Aktivita S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR) stanovend u extraktd nadzemni casti
obou kultivart P. sativum cv. Kudrma¢ a P. sativum cv. Twinset za fyziologickych podminek.
Experiment byl realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

U obou kultivari hrachu setého vystaveného TS byla pozorovana zména v aktivité
GSNOR v zavislosti na délce ptisobeni TS. Po 2 h ptisobeni TS bylo pozorovano u obou
kultivarti zvySeni aktivity GSNOR pfiblizné o 20 % (Obr. 27). V ptipad¢ kratkodobého
TS se aktivita GSNOR do 24 h po zahdjeni experimentu snizila zpét na fyziologické
hodnoty. Nebyl pozorovén rozdil ve zménach aktivity GSNOR u jednotlivych genotypii
hrachu (Obr. 27a). V ptipad€ kontinudlniho vystaveni rostlin TS byl zaznamenéan u obou
genotypll postupny narist aktivity GSNOR (Obr. 27b). Detekované zmeény byly
vyznamnéjsi u genotypu P. sativum cv. Kudrna¢, kdy po 24 h ptsobeni TS se zvysila

aktivita GSNOR aZ o 50 % v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
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Obr. 27 Zména aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR) stanovené v nadzemni ¢asti obou
kultivara P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset vystavenych kratkodobému (TS 2 h) a
stalému teplotnimu stresu (TS 24 h). Aktivita GSNOR byla vztazena ke kontrolnim vzorkiim
v daném Casovém intervalu. Experiment byl realizovan v technickém a biologickém triplikatu.
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4.4 Stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy

Enzym TrxR je druhou klicovou slozkou regulujici nadmérnou akumulaci RSNO.
Aktivita TrxR byla stanovena spektrofotometricky. TrxR katalyzuje pfeménu substratu
DTNB za soucasné oxidace NADPH. Produkt reakce 1ze detekovat spektrofotometricky
pii 412 nm. Aktivita TrxR byla pfepo¢tena na gram Cerstvé vahy (nkat-g! FW). Aktivita
TrxR byla za fyziologickych podminek u obou genotypt hrachu srovnatelna (Obr. 28).
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Obr. 28 Aktivita thioredoxinreduktasy (TrxR) stanovena u extrakt nadzemni ¢asti obou kultivari
P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset za fyziologickych podminek. Experiment byl
realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

Po 2 h TS byl zaznamenan nartst aktivity TrxR (cca 0 30 %) pouze u rostlin P. sativum
cv. Kudrna¢ (Obr. 29). U tohoto kultivaru vystaveného kratkodobému TS bylo
detekovano vyznamné skokové navyseni TrxR aktivity (cca o 70 %) 4 h po zahgjeni
experimentu. Nasledn¢ aktivity TrxR byly srovnatelné s aktivitami detekovanymi
v kontrolnich rostlinach. U rostlin P. sativum cv. Twinset vystavenych kratkodobému TS
byla po celou dobu experimentu pozorovana mirn¢ snizend aktivita TrxR (cca o 5-15 %
oproti kontrolnim vzorktim) (Obr. 29a). V piipad¢ stalého TS u rostlin P. sativum cv.
Kudrnac¢ byl zaznamenan postupny narust aktivity TrxR. 24 h po zahdjeni experimentu
byla aktivita TrxR cca o0 60 % vyssi oproti kontrolnimu vzorku. Zmény v aktivitdch TrxR
urostlin P. sativum cv. Twinset podobné¢ jako v piipad¢ kratkodobého stresu byly
minimalni. V pfipad€ dlouhodobého plisobeni TS byl zaznamendn mirny narast aktivity

4 h po zahgjeni experimentu (cca o 15 %) (Obr. 29b).
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Obr. 29 Zména aktivity thioredoxinreduktasy (TrxR) stanovené v nadzemni ¢asti obou kultivari
P. sativum cv. Kudmac a P. sativum cv. Twinset vystavenych kratkodobému (TS 2 h) a stalému
teplotnimu stresu (TS 24 h). Aktivita TrxR byla vztazena ke kontrolnim vzorkim v daném
casovém intervalu. Experiment byl realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

4.5 Stanoveni proteini

Koncentrace celkovych proteinii v extraktech nadzemni ¢asti hrachu byla stanovena
spektrofotometricky metodou Bradforda. Pro vypocet byla pouzita kalibraéni kiivka
s ptisluSnou rovnici linearni regrese. Koncentrace je uvedena v jednotkach mg-ml!,
pfi¢emz u obou genotypt hrachu (P. sativum cv. Kudrna¢ a cv. Twinset) rostoucich za
fyziologickych podminek byly hodnoty v ramci stejného pouzitého extrakéniho pufru
srovnatelné (Obr. 30). Pfi porovnani mnoZzstvi vyextrahovanych celkovych proteini pfi
pouziti dvou extrakénich roztokli lze pozorovat, ze v extraktech ziskanych pouzitim
extrakéniho pufru pro stanoveni aktivity GSNOR (50 mmol-1"! Tris-HCI pufr pH 7,5;
0,2% Triton X-100; 2 mmol-I"! DTT; 1 mmol-I"! AEBSF) byla zaznamenana vice nez 2x
vyssi koncentrace celkovych proteint (Obr. 30a) oproti extraktim ziskanych pouzitim
extrakéniho pufru pro stanoveni aktivity TrxR (100 mmol-1"' K-fosfatovy pufr pH 7,
10 mmol 1! EDTA-Na*)(Obr. 30b).
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Obr. 30 Obsah celkovych proteind stanoveny v extraktech nadzemni ¢asti obou kultivarti hrachu
(P. sativum cv. Kudmac a P. sativum cv. Twinset) rostoucich za fyziologickych podminek. Byly
pouzity 2 odlisné extrakéni pufry a) pro stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR) a b) pro stanoveni aktivity thioredoxinreduktasy (TrxR) (slozeni v kap. 3.1.5).
Experimenty byly realizovéany v technickém a biologickém triplikatu.

Detekované zmény v obsahu celkovych proteinil po vystaveni rostlin kratkodobému
TS pii pouziti dvou riiznych extrakénich roztokd byly srovnatelné. ZvySeny obsah
proteinti byl zaznamenan pouze u P. sativum cv. Kudrna¢ po 2 h od zahdjeni experimentu.
V ptipad¢ kultivaru P. sativum cv. Twinset nebyl detekovan vyznamny vliv TS na obsah
proteinti (Obr. 31a, c).

V piipad¢ stalého vystaveni rostlin TS u P. sativum cv. Kudrna¢ byla zaznamenana
zvysend koncentrace proteini (cca o 20-40 %) po celou dobu experimentu a to v piipadé
obou forem extrakci (Obr. 31b, d). Zatimco u P. sativum cv. Twinset bylo detekovano
zvySeni obsahu proteini pouze po 6 h puasobeni TS pii pouziti extrakéniho pufru
pro stanoveni aktivity GSNOR (slozeni v kap. 3.1.5) (Obr. 31b), v ptipadé pouziti
extrakéniho pufru pro stanoveni aktivity TrxR (slozeni v kap. 3.1.5) byl zvySeny obsah

proteint detekovan po 3-6h ptisobeni TS (Obr. 31d).
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Obr. 31 Zména koncentrace celkovych proteinti v extraktech nadzemni ¢asti u obou kultivari
hrachu (P. sativum cv. Kudrnac¢ a cv. Twinset) vystavenych a) a ¢) kratkodobému (TS 2 h), b) a
d) dlouhodobému (TS 24 h) teplotnimu stresu. Byl pouzit extrakéni pufr pro stanoveni aktivity a)
ab) S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR), c) a d) thioredoxinreduktasy (TrxR) (slozeni v kap.
3.1.5). Experiment byl realizovan v technickém a biologickém triplikatu.

4.6 Detekce heat shock proteinii 70 metodou Western blot

Tvorba Hsp patii mezi diilezité ochranné¢ mechanismy napomahajici skladani a seskupeni
proteinti za fyziologickych podminek, nicméné jsou taktéz zodpovédné za znovuslozeni
proteinl pii plisobeni stresu. TS patii mezi typické spoustéce zvySeni tvorby Hsp.
Chaperony Hsp70 tvoii vysoce konzervovany geneticky systém a jejich syntéza je
v reakci na stres univerzalni. Detekce obsahu Hsp70 byla provedena metodou Western
blot. Byly analyzovany extrakty nadzemnich ¢asti u obou kultivart hrachu (P. sativum
cv. Kudrnac a P. sativum cv. Twinset) vystavenych kratkodobému a stalému TS. Intenzita
signalu byla vyhodnocena denzitometricky v programu ImageJ. Mnozstvi Hsp70 bylo
vyhodnoceno na zaklad¢ pouziti standardu Hsp70 o znamé koncentraci a piepocteno
na pg-g”' FW. Mnozstvi Hsp70 bylo za fyziologickych podminek u obou genotypti hrachu

srovnatelné (Obr. 32).
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Obr. 32 Obsah heat shock proteinu 70 (Hsp70) v nadzemni ¢asti obou kultivard P. sativum cv.
Kudrnac a P. sativum cv. Twinset rostoucich za fyziologickych podminek. Koncentrace Hsp70 je
uvedena v ug-g"' Serstvé vahy (FW). Experiment byl realizovan v biologickém triplikatu.

V ptipadé kratkodobého TS byl po 2 h vystaveni rostlin plisobeni zvySené teploty
zaznamenan mirny nartist obsahu Hsp70 (cca o 10 %) u obou genotypti (P. sativum cv.
Kudrnac a cv. Twinset). U kultivaru P. sativum cv. Kudrna¢ byl zvyseny obsah Hsp70
(cca 0 10-15 %) detekovan i po ukonceni TS a to az do 6 h od zahdjeni experimentu.
Naopak u P. sativum cv. Twinset byl obsah Hsp70 po ukonceni TS srovnatelny
s kontrolou (Obr. 33a, b). U rostlin vystavenych dlouhodobému TS byla zaznamendna
postupné se zvysujici produkce Hsp70 (v rozmezi 10-20 %) u obou genotypti hrachu

po celou dobu experimentu (Obr. 33a, ¢).
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Obr. 33 Zména obsahu heat shock proteinu 70 (Hsp70) stanovena v extraktech nadzemni casti
obou kultivarti P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset vystavenych kratkodobému (TS
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2 h) a stalému teplotnimu stresu (TS 24 h). a) imunochemicka detekce Hsp70, b) zmény v obsahu
Hsp70 (po denzitometrickém vyhodnoceni intenzity bandi Hsp70 v programu Imagel).
Experiment byl realizovan v biologickém triplikatu. K smésny extrakt ze vSech kontrolnich rostlin
daného kultivaru.
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S DISKUZE

Mezi vyznamné faktory ovliviiujici fyziologické, biochemické a metabolické procesy
u rostlin patii plisobeni vysokych teplot, které¢ maji negativni dopad na rast a vyvoj celé
rostliny. TS se ndsledné projevuje v zemédé€lstvi nizkou produktivitou a zhorSenou
kvalitou plodin. Rostlina je schopna v reakci na stres aktivovat fadu obrannych
mechanisml, mezi které patii zvySend produkce signalnich molekul, zejména ROS
a RNS (Gill a Tuteja, 2010a). Dale je TS spojen se zvySenou syntézou Hsp, fytohormonti
(zejména ABA) ¢i riznych antioxidantii (Li ef al., 2018). V reakci na stresové podminky
byla prokazéana také zvysena produkce PA (Alcéazar et al., 2006).

Téma teSené v predlozené diplomové praci je soucasti projektu zaméreného na ulohu
PA a enzymul jejich metabolismu v obranné reakci rostlin na TS, a to zejména
v souvislosti s moznou regulacni funkci NO. Prace navazuje na vysledky publikované
v diplomové praci Mgr. Jany Stanclové obhdjené vroce 2019. Hlavnim cilem
experimentalni ¢asti predlozené diplomové prace bylo studium vlivu kratkodobého (2 h)
a dlouhodobého (24 h) TS (45 °C) na hladinu PA (Put, Cad, Spd, Spm), produkci Hsp70,
obsah RSNO a aktivitu enzymu regulujici jejich nadmérnou produkci — GSNOR a TrxR
u dvou genotypt P. sativum cv. Kudrnac¢ a P. sativum cv. Twinset liSicich se odolnosti
vici nékterym patogentim.

Po expozici rostlin TS byly pozorovany rozdilné odpovédi na Grovni studovanych
parametrl u zvolenych genotypl hrachu. Jednim z dil¢ich cilti bylo studium vlivu TS
na zménu hladiny PA, které hraji dalezitou roli v regulaci ristu za fyziologickych
i stresovych podminek (Hussain et al., 2011). Mezi nejstudovanéjsi PA patii Put, Cad,
Spd a Spm. Obsah PA je zna¢né ovlivnén produkci ROS. Napt. ve studii Shopova (2020)
porovnavali u¢inky ROS ('O, a O27) na zménu hladiny endogennich PA (Put, Spm, Spd)
a enzymové¢ aktivity PAO a DAO u hrachu setého. Kazda forma ROS vykazovala opacny
ucinek jak na hladinu PA, tak na aktivitu enzymi katabolizujici PA, coz poukazuje
na skutecnost, Ze zavisi na pritomnosti specificky indukovanych ROS (Shopova et al.,
2020). Zména v hlading PA byla pozorovana také u rostlin rajcete vystavenych vysokym
a nizkym teplotdm (Upadhyay et al., 2020). Byl zaznamenan opacny efekt u obou typt
stresu, kdy u vysokych teplot (24 h pti 42 °C) doslo k poklesu hladiny Put a Spd a zaroven
k vyss§i expresi S-adenosylmethionindekarboxylasy a ADC katalyzujici syntézu PA,
zatimco u nizkych teplot (24 h pii 4 °C) byl pozorovan opak. Produkce PA je dilezita

také pro zvySeni termotolerance rostlin, ktera byla predmétem studie Collado-Gonzalez
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(2021), kde pozorovali G¢inky exogenni aplikace argininu na vlastnosti rostlin kvétaku
vystaveném TS. Bylo zjiSténo, Zze kombinace vysokeé teploty (35 °C) a exogenni aplikace
Arg zvysila antioxidacni aktivitu, celkovy obsah fenolickych sloucenin, polyamini
a proteinll. Pozitivni vliv zvySené hladiny PA na termotoleranci a fyziologické procesy
v rostlin€ vystavené TS byl studovan také v praci Luo (2020) u rostlin jetele, u kterého
pozorovali G¢inky exogenni aplikace Spd na zvySeni hladiny Put, Spd, Spm a celkové
akumulace PA, nicméné bylo zaznamenédno také zrychleni jejich oxidace. Dale byla
pozorovana vyssi akumulace GABA, kterd je zahrnuta v obrané proti stresu (Podlesakova
et al., 2018). Exogenni aplikace Spd zpiisobila také zvySeni biosyntézy a snizeni
degradace chlorofylu béhem ptsobeni TS, coz zpomalilo starnuti rostliny. V neposledni
fadé byl pozorovan pozitivni vliv na regulaci exprese Hsp70 napomahajici spravnému
skladéani proteinti pii ptisobeni TS (Luo et al., 2020). V této diplomové praci vysledky
z analyzy stanoveni PA v nadzemni Casti rostlin u obou genotypi hrachu pomoci
UHPLC-MS poukazuji na skutecnost, ze u P. sativum cv.Twinset dochazi vlivem
pusobeni kratkodobého (2 h) TS k vyssi stimulaci produkce PA, obzvlast Put a Spm,
v porovndni s P. sativum cv. Kudrna¢, u kterého byla detekovana pouze mirné zvysena
produkce Spm. Souvislost 1ze pozorovat i v intenzité zmén v zastoupeni Put a Spm, ktery
je nasledné z Put syntetizovan. Nejvyssi ndrlst je pozorovan v piipadé kratkodobého
stresu 4 h po zahdjeni experimentu, kdy naopak byl detekovan vyznamny pokles obsahu
Spm. Rozdil v reakci kultivarti na TS byl pozorovan i v ptipad¢ Spd, kdy naopak byla
po 2 h TS detekovana zvySena produkce u P. sativum cv. Kudrna¢, zatimco hladina Spd
byla u P. sativum, cv.Twinset snizend. U obou genotypt byl nasledné pozorovan
v pripadé kratkodobého stresu pokles hladiny Spd. V piipad¢ dlouhotrvajiciho TS byly
u obou genotypil detekovany nejvétsi zmeény v produkei Spd a to po 3 h ptisobeni TS.
S vyjimkou Spm byl zaznamenidn po 24 h pokles v hladinidch stanovovanych PA.
Z vysledkt vyplyva, ze zmény v obsahu PA po vystaveni rostlin TS budou zaviset jak
na pouzitém kultivaru hrachu, tak typu stresu (kratkodoby x dlouhodoby) a projevi se
v rozdilném zastoupeni jednotlivych forem PA.

S obsahem PA tzce souvisi 1 mozné zmény v aktivitich enzymu katabolismu PA
v rdmci obrannych reakei na TS. Na Obr. 34 jsou prehledné uvedeny zmény v rdmci

katabolismu PA, které mohou vést az k produkci GABA.
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Obr. 34 Schéma znazoriiujici katabolismus polyamini v rostliné. GABA kyselina
y-aminomaselna, PAO polyaminoxidasa, DAO diaminoxidasa, SPMS sperminsynthasa, SPDS
spermidinsynthasa (pfevzato a upraveno z Chen et al., 2019).

Béhem oxidace PA prostfednictvim katalyzy PAO a DAO vznika H>O; jako vedlejsi
produkt (Cona et al., 2006). Jedna se o dulezitou signalni molekulu zprostredkovavajici
bunéénou smrt, hypersenzitivni odpovéd’ a expresi obrannych genl. Vzniklé
aminoaldehydy se nasledné ucastni syntézy sekundarnich metabolitl a vzniku tolerance
vici abiotickému stresu (Cona et al., 2006). V nasledujicich krocich katabolismu PA
sehrava dulezitou roli enzym AMADH, ktery katalyzuje pfeménu aminoaldehydl
na pfisluSnou aminokyselinu. Je produkovana napt. GABA, jejiz akumulace je
pti ptisobeni stresovych podminek nezbytna pro spravny rist rostliny (Chen et al., 2019).
Je znamo, Ze exogenni aplikace GABA vede ke zvySeni tolerance rostlin vii¢i stresu
prostfednictvim modulace exprese gend spojenych s rostlinnou signalizaci, regulaci
transkripce, biosyntézou fytohormont, produkci ROS a metabolismem PA (Podlesdkova
et al., 2018). Dale je znamo, ze inhibice enzymu AMADH ma za nasledek snizeni
produkce GABA, kterd vramci regulace rostlinné odpovédi na stres zahrnuje také
kontrolu produkce NO, jehoZ nadmérna akumulace mulize zpisobit nitrosacni stres
(Corpas a Barroso, 2013). GABA muze vznikat nejen rozkladem PA, ale také z Glu
za katalyzy glutamatdekarboxylasy. Metabolismus Glu je modulovan prostfednictvim
signalizace fytohormontl a zaroven je regulovan produkci NO a ROS (Podlesakova et al.,
2018). Pfi porovnani zmén v hladinach PA a aktivitich DAO a AMADH, které¢ byly
detekované v ramci diplomové prace Jany Stanclové (Stanclova, 2019) je ziejmé,
ze podobné jako v pfipadé zvySené produkce PA u P. sativum cv. Twinset byla
po kratkodobém stresu stanovena také vyznamné zvySena aktivita AMADH, naopak u P.

sativum cv. Kudrna¢ byla aktivita AMADH po 2 h stresu vyznamné snizena. V ptipadé
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dlouhodobého stresu u P. sativum cv. Kudrna¢ byla aktivita AMADH vyznamné sniZzena
po celou dobu experimentu, zatimco u P. sativum cv. Twinset nebyly zmény v aktivité
AMADH detekovany. Je zajimavé, ze v ptipadé DAO byla aktivita v dasledku
kratkodobého i dlouhodobého stresu u obou kultivari sniZzena s vyjimkou mirného
nartstu aktivity u P. sativum cv. Kudrnd¢ 4 h po zahajeni experimentu v piipadé
kratkodobého stresu.

Pti ptsobeni abiotického stresu dochazi v rdmci obranného mechanismu ke zvySené
produkci RNS, znichz nejdulezitéjsi ulohu zastava molekula NO, ktera je schopna
interagovat s thiolovymi skupinami proteint za vzniku RSNO (Fancy et al., 2017). Tato
regulace proteinti zahrnutych v obrané proti stresu. Mezi enzymy, jejichZ aktivita miZze
byt regulovana prostfednictvim S-nitrosylace, patfi napt. antioxida¢ni enzymy (CAT,
SOD, APX), enzymy fotosyntézy (Rubisco), GSNOR ¢i NADPH oxidasa (Hu et al.,
2015; Lindermayr, 2018; Puyaubert efal., 2014). V rémci pilotnich experimentii
(nepublikované vysledky diplomové prace J. Stanclové (2019) a bakalaiské prace
K. Vrbové (2019)) bylo potvrzeno, ze v piipadé AMADH se mlize na regulaci aktivity
tohoto enzymu podilet NO prostfednictvim S-nitrosace. Byl prokazan inhibi¢ni efekt
u hrachu setého oSetieného donory NO. Tento zplsob regulace nebyl pozorovan
v ptipadé DAO (bakalatskd prace K. Vrbova, 2019). Jednim z plvodnich cilti této
diplomové prace bylo prokazani S-nitrosylace klicovych enzymu katabolismu PA, ale
z ¢asovych diivodii (omezeni vyuky na VS v disledku pandemie) nebyly jiZ realizovany
experimenty vyuzivajici metodiu biotin switch, které by potvrdily pfedpokladanou roli
S-nitrosylace v regulaci aktivity AMADH. V ramci této Casti studie byly detekovany
zmény v produkci RSNO u extraktd z nadzemni ¢asti obou genotypii hrachu v zavislosti
na délce plisobeni TS a tyto vysledky byly porovnany s vysledky diplomové prace
Stanclové (2019), kde byla studovana zména aktivit enzymii AMADH a DAO u rostlin
hrachu vystavenych TS (stejné podminky). U extrakti z nadzemni ¢asti rostlin P. sativum
cv. Twinset vystavenych kratkodobému TS byl ve 4 h experimentu detekovan vyznamny
pokles zastoupeni RSNO (cca o polovinu nizsi oproti kontrolni rostlin€), zatimco byla
detekovéana vice nez dvojnasobné zvySend aktivita AMADH. Tyto vysledky poukazuji
na mozny inhibi¢ni efekt S-nitrosylace na aktivitu enzymu AMADH v pribéhu TS.

PTM S-nitrosylaci patii mezi reverzibilni mechanismus a vzniklé RSNO mohou byt
regulovany enzymovymi drahami zahrnujicimi kli¢ové denitrosylacni enzymy GSNOR

a TrxR za fyziologickych a stresovych podminek (Hess a Stamler, 2012). V praci Corpas

67



(2008Db) se zabyvali studiem metabolismu RNS u extraktli z nadzemni ¢asti hrachu setého
vystaveného riznym abiotickym strestim, v¢etné TS (1 h 30 °C; 1 h 35 °C; 4 h 38 °C).
Expozice TS zpisobila az trojndsobné zvySeni obsahu RSNO oproti kontrole, coz bylo
detekovano pomoci chemiluminiscenéni metody s vyuzitim NO analyzatoru. Bylo
pozorovano také 50% zvysSeni aktivity GSNOR pomoci spektrofotometrického méfeni.
DalSim dil¢im cilem ptedloZzené diplomové prace bylo stanoveni vlivu TS na aktivity
enzymli GSNOR a TrxR. Nejvyznamnéjsi zmény v aktivitach studovanych enzymt byly
detekovany v ptipadé dlouhotrvajiciho TS u P. sativum cv. Kudrnac a to 24 h po zahgjeni
experimentu, kdy byl soucasn¢ detekovan i pokles hladiny RSNO. Opacny efekt je
pozorovan u P. sativum cv. Twinset, u dlouhodobého i kratkodobého TS, kdy nedochazi
v daném casovém intervalu k vyznamnym zménam aktivit GSNOR a TrxR, ale naopak
je detekovana zvySena produkce RSNO. V piipad¢ kratkodobého TS u P. sativum cv.
Twinset se detekovana zvySena aktivita zejména TrxR 3 h po zahdjeni experimentu mtize
podilet na zaznamenaném poklesu obsahu RSNO po 4 h experimentu.

Vramci diplomové prace byly pouzity dvé metody stanoveni RSNO:
chemiluminiscencni metoda a spektrofotometrickd Savillova metoda, které se lisi
specifitou, citlivosti, finanéni a c¢asovou naro¢nosti. Chemiluminiscenéni metoda

vyuzivajici sklenénou aparaturu s NO analyzatorem je vhodnd pfedevsim z divodi
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pomoci chemiluminiscence je nejcastéji vyuzivana trijodidovd metoda, ktera vyzaduje
preanalytickou upravu vzorku piidavkem sulfanilamidu v kyselém prostiedi pro odliseni
signalu odpovidajici RSNO ¢i dusitantim, které zptisobuji interferenci (Marley 2000).
Ve vzorku jsou v men$im mnozstvi obsazeny také nitrosylované komplexy zeleza, které
lze odlisit pouzitim HgCl> (Basu 2008). Vétsi specifitu pro stanoveni RSNO vykazuje
Cu*/Cys metoda, nebot’ nedochazi k interferenci dusitani a dusi¢nanti (ptip. dalsich NOy)
diky ptitomnosti neutralniho prostfedi v RS. Béhem reakce dochazi k transnitrosaci mezi
RSNO a piitomného Cys, vznikly NO* je redukovan pomoci Cu® za vzniku NO a Cu?",
ktery je zpét redukovan pomoci Cys (Giustarini et al., 2007). V mé praci bylo provedeno
testovani trijodidové a Cu*/Cys RS a zaroven byl porovnan vliv dvou extrak¢nich ¢inidel
(PBS a Griess A) na stanoveni RSNO u extraktu nadzemni ¢asti P. sativum cv. Kudrnac¢
vystaveném 2 h TS (odebrano po 6 h od zacatku experimentu). U vzorkli po extrakci
do PBS byl pozorovan znacné vyssi signal v porovnani signalu u vzorkli po extrakci

do Griess A. Je ziejmé, ze Griess A obsahujici sulfanilamid v kyselém prostiedi
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eliminoval pfitomné dusitany. Vysledné signaly u vzorkli po extrakci do Griess A
detekovanych v trijodidové a Cu*/Cys RS potvrzuji vysokou ucinnost Cu”/Cys RS
na eliminaci dusitant. Bylo taktéZ potvrzeno, Ze typ extrakce pii pouziti Cu”/Cys RS
nemél vliv na detekovany signal. Lze pozorovat, ze pouziti Cu*/Cys RS je na eliminaci
dusitani U¢inn&jsi, nez extrakce v ¢inidle Griess A. Mnozstvi detekovanych RSNO
v extraktu se blizil limitu detekce a kvantifikace (LOD = 0,06 umol-1!; LOQ =
0,2 umol-I'"y (Mioto et al., 2017). Z tohoho divodu bylo provedeno pouze orientacni
stanoveni RSNO v extraktech nadzemnich ¢asti obou genotypii hrachu vystavenych
po celou dobu experimentu TS (45 °C). Extrakce byla provedena v Griess A s pouzitim
trijodidové RS. Byl pozorovan stejny trend ve zméndch obsahu RSNO u obou genotypti
hrachu v porovnani se Savillovou metodou. Mnozstvi detekovanych RSNO se blizil LOD
a LOQ u extraktl obou genotypti hrachu. Vzhledem k orienta¢nim vysledkiim
detekovaného mnozstvi RSNO v extraktech nadzemni ¢asti hrachu by bylo vhodné pro
nasledujici pouziti této metody stanovit kalibraéni pfimku v rozpéti 0-5 pmol-I-!.
Z dtvodt nizkych signalil ziskanych chemiluminiscen¢ni metodou bylo stanoveni RSNO
v biologickém triplikdtu  realizovano  pouze  Savillovou  metodou. Tato
spektrofotometrickd metoda je rychld, levnd a nenaro¢na, ale ma mnoho nevyhod.
Stanoveni RSNO je ovlivnéno znaénym mnozstvim interferentti (dusitany, thioly,
askorbat, ionty kovti), je méné citliva (LOD = 0,77 pmol-I''; LOQ = 2,57 pumol-I'")
a je zapotfebi velké mnozstvi extraktu (Mioto et al., 2017). Znacny rozdil v detekci
RSNO pfi pouziti chemiluminiscen¢ni a Savillovy metody mohl byt zptisoben nékolika
faktory. Jednim z nich je ptfitomnost interferujicich latek ve vzorku, které mohou déavat
falesn¢ pozitivni vysledky, ptficemz kazdd metoda je ovlivnéna jinymi interferenty. Také
je dalezita spravna manipulace se vzorkem, ktery musi byt udrzovan pti nizkych teplotach
(4 °C) ave tme kviili vysoké citlivosti vazby S-NO na ptimé svétlo (Giustarini et al.,
2007). Vysledky mohly byt ovlivnény nejen ptipravou a preanalytickou pravou vzorku,
ale také nedostatecnou uc¢innosti RS, kterd musi byt pfi pouziti chemiluminiscen¢ni
metody béhem méfeni vyménovana. Otdzkou zlstava, zda by pouziti vétsiho objemu
vzorku aplikovaného do RS neposkytovalo spolehlivéjsi vysledky. U nastaveni NO
analyzatoru hraje roli také zvoleni rozsahu méfeni. Dle Mioto (2017) nebylo dosazeno
LOD (0,06 umol-1'!) pravdépodobné z diivodu nedostatecné citlivosti detekce. Detekce
RSNO u chemiluminiscencni metody mohou byt zkreslené také z diivodu dodatec¢né

S-nitrosace, které se da dle Marley (2000) zabranit pouzitim N-ethylmaleimidu zajiStujici
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alkylaci volnych -SH skupin a stabilizaci RSNO. Obecné je zndmo, Ze stanoveni RSNO
in vivo je velmi obtizné, nebot’ je jejich koncentrace v biologickych materidlech nizka
a detekce je ztizena také jejich vysokou nestabilitou v disledku neenzymové a enzymové
degradace ¢i ptitomnosti ptechodnych kovii, kysliku a svétla (Obr. 35) (Stamler a Toone,

2002).

| RSH J enzymovy rozklad
Cu?*+NO——=Cu* + NO*———»
'RSH | redukéni Cinidla .
- . aktivace
0," +NO —— ONOO" RSNO | =) NO

guanylylcyklasy

[ RSH | dithioly .
2NO +2NO,—— 2N,0, —-H - —> ~bL
] 1

2NO+0, 'R'SH cGM:;jeza'visly'
'R'SNO +RSH|

Obr. 35 Shrnuti hlavnich metabolickych drah S-nitrosothiold (RSNO). ¢cGMP cyklicky
guanosinmonofosfat, ONOO" peroxydusitan, O, superoxidovy radikal, RSH a R’SH thioly, NO"
nitrosylovy kation (pfevzato a upraveno z Giustarini et al., 2007).

Z vysledkii stanoveni RSNO Savilovou metodou u extrakti z nadzemni ¢ésti rostlin
hrachu vystavenych po 2 h TS byl pozorovan nartst hladiny RSNO pouze u P. sativum
cv. Twinset. U tohoto kultivaru byl pozorovan pokles obsahu RSNO do 4 h TS a poté se
hladina RSNO postupné zvysSovala. Nejvyznamnéjsi narust obsahu RSNO byl detekovan
po 24 h a to jak v piipad¢ kratkodobého tak i dlouhodobého TS. U P. sativum cv. Kudrnaé
byl zaznamendn pokles obsahu RSNO. Kultivary hrachu pouzité ve studii se 1i$i odolnosti
vici patogenu, z vysledkil je ziejmé, Zze v ramci obrannych reakci budou dulezitou roli
hrait RNS, jejichz produkceje byla po TS detekovéna vyssi pravé u na tatogeny
odolngjsiho kultivaru P. sativum cv. Twinset.

Pii pisobeni TS dochéazi k denaturaci a chybnému skladani proteint, proto
je indukovana zvysend produkce Hsp pro obnoveni jejich konformace v rdmci obranné
reakce na abioticky stres (Swindell et al., 2007). ZvySend produkce Hsp je hlavnim
znakem pro vysokoteplotni stres, nicméné jejich role je zahrnuta také pti piisobeni dalsich
stresovych faktord, jako je chlad, sucho, salinita, patogenni infekce ¢i oxidacni stres
(Jacob et al., 2017). ZvysSend exprese Hsp je spojena se zvySenim tolerance u rostlin
vystavenych TS, nicméné mechanismus, prostiednictvim kterého Hsp napoméhaji

rostlindm ziskat termotoleranci je stile pfedmétem vyzkumu (Mishra et al., 2018).
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Je zndmo, ze Hsp funguji ve spojeni s Hsf, které hraji klicovou roli v signalni kaskadé
zprostiedkujici expresi a regulaci genil souvisejicich s obranou proti abiotickému stresu
(Guo et al., 2016). Produkce Hsp souvisi s metabolismem ROS, coz bylo pozorovano
ve studii Hu (2010), kde byla studovana interakce mezi Hsp70 a antioxida¢ni odpovédi
vyvolanou ABA v kukufici vystavené suchu ¢i teplu. Kromé zvySeni aktivity
antioxida¢nich enzymi (CAT, SOD, APX, GR) bylo pozorovano zna¢né zvySeni
produkce Hsp70 a H>O> vlivem plisobeni sucha, tepla, ¢i jejich kombinaci. Jejich
produkce byla zastavena ptislusnymi inhibitory (inihibotr biosyntézy ABA: wolframan;
lapa¢ H202: KI; inhibitor Hsp70: quercetin), naopak exogenni aplikace ABA m¢éla
za nasledek jesté intenzivnéjsi produkci Hsp70 a H>O; a zvySeni aktivit antioxidacnich
enzymu. Experimenty ve studii potvrdily, Ze produkce H>O: (indukovana ptidavkem
ABA) zvysuje produkci Hsp70 a reguluje aktivitu antioxida¢nich enzymd, ¢imz dochazi
k potlaceni hladiny ROS (Hu et al., 2010). Dil¢im cilem diplomové prace byla detekce
Hsp70 v extraktech nadzemni ¢asti obou genotypt hrachu vystavenych TS. Je zajimavé,
ze v ramci nasi studie nebyly detekované pfiili§ vyznamné zmény v produkei Hsp 70.
Rovnéz zmény v zastoupeni proteinli v disledku TS nebyly vyrazné. Pouze v ptipadé
rostlin P. sativum cv. Kudrnac, které byly po celou dobu experimentu vystaveny expozici
45 °C byla pozorovana mirné€ zvySena produkce proteint (cca o 10-20 %).

Z dosud dosazenych vysledkii byly nejvyznamnéjsi zmény ve studovanych
parametrech detekovany v ptipadé P. sativum cv. Twinset po vystaveni kratkodobému
stresu. V ramci obrannych reakci budou vyznamnou roli mit PA, a rovnéZz enzym
podilejici se na jejich katabolismu AMADH, ktery dle pfedbéznych vysledkii mize byt
regulovan PTM S-nitrosylaci. Rovnéz zmény v hladinach RSNO poukazuji na tento
predpokladany regulacni efekt. V ramci dalSich experimenti je nutné vyfesit moznou roli
GABA (produkt katabolismu PA) v obranné reakci rostlin (hrachu setého) na TS.
Soucasné je nutné metodou biotin switch ovéfit, zda dochazi k PTM S-nitrosylaci
u AMADH v reakci na TS a zda se uplatiiuje regulacni efekt AMADH v disledku zmén
v produkci RNS. Zmény aktivity GSNOR a TrxR se dle ziskanych vysledkti mohou
podilet na regulaci hladiny RSNO.

Dosazené diléi vysledky, véetné vysledki dosazenych v diplomové praci J. Stanclové
(2019), které jsou zamétené na aktivaci obrannych mechanismi vlivem pisobeni
kratkodobého (2 h) a dlouhodobého (24 h) TS u P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv.

Twinset, jsou shrnuty na Obr. 36. Vysledky jsou uvedeny pomoci barevné skaly
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odpovidajici intenzit¢ zmény daného parametru vztazeného ke kontrolni rostliné

(relativni jednotky) v daném casovém intervalu (2, 3, 4, 6 a 24 h).
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Obr. 36 Schématické znazornéni dosazenych dil¢ich vysledkl v ramci feSeného projektu. Zmény
daného parametru jsou znazornény pomoci barevné §kaly (a) odpovidajici relativnim jednotkam
(vztazeno ke kontrole v daném ¢asovém intervalu (2, 3, 4, 6 a 24 h)). Byl studovan kratkodoby
(b, c¢) a dlouhodoby (d, e) teplotni stres (45 °C) u extraktl nadzemni Casti obou genotypl
P. sativum cv. Kudrna¢ (b, d) a P. sativum cv. Twinset (c, ). Cervené znaGené parametry byly
stanoveny v predlozené diplomové praci, Cern¢ znacené parametry byly stanoveny v diplomové
praci J. Stanclové (2019). AMADH aminoaldehyddehydrogenasa, DAO diaminoxidasa, RSNO
S-nitrosothioly, GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa, TrxR thioredoxinreduktasa, Hsp70 heat
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shock proteiny 70, APX askorbatperoxidasa, GPX guajakolperoxidasa, PA polyaminy, RNS/ROS
reaktivni formy dusiku/kysliku.
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6 ZAVER
V teoretické casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméiend
na obranné mechanismy zahrnujici metabolismus reaktivnich forem kysliku a dusiku
s ptisluSnymi enzymy, déale byla popsana role oxidu dusnatého v posttranslacnich
modifikacich se zaméfenim na S-nitrosylaci proteini. Nakonec byla popséna uloha
polyaminil v reakci na abioticky stres a tloha heat shock proteint v rostling.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl studovan vliv kratkodobého
a dlouhodobého puisobeni teplotniho stresu pii 45 °C na rostlinnou produkci polyamint
a heat shock proteinl, zménu aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
a thioredoxinreduktasy (TrxR) a intenzitu S-nitrosylace. Pro studium byly pouzity
extrakty nadzemni casti dvou genotypi hrachu setého (P. sativum cv. Kudrnac
a P. sativum cv. Twinset), které se 1i8i odolnosti viici nékterym patogentim.

Z provedenych experimentt 1ze vyvodit nasledujici zaveéry:

1. Teplotni stres zptisobil vy$s$i produkci polyaminli, zejména Put a Spm,
u P. sativum cv. Twinset vystaveného kratkodobému (2 h) i stalému (24 h) TS.
U P. sativum cv. Kudrna¢ byla pozorovana zvysena produkce Spd, zejménapo 3 h
TS.

2. Kratkodobé piisobeni TS na P. sativum cv. Twinset mélo vliv na sniZeni hladiny
RSNO od 3. h po zahgjeni experimentu. Ve stejném casovém intervalu byl
zaznamenan postupny narust aktivity AMADH (nepublikované vysledky
J. Stanclové, 2019). Po 4 h experimentu byl obsah RSNO nejnizsi, naopak aktivita
AMADH byla nejvyssi. Pravdépodobnost inhibi¢niho efektu aktivity AMADH
S-nitrosylaci je nutné potvrdit metodou biotin switch.

3. Pusobeni stalého TS meélo za nasledek postupné zvySovani aktivity GSNOR
a TrxR u P. sativum cv. Kudrnac¢ (nejvyssi po 24 h), soucasné¢ doslo k poklesu
hladiny RSNO. U P. sativum cv. Twinset byl pozorovan opacny efekt
(u kratkodobého 1 stdlého TS). Enzymy GSNOR a TrxR se mohou podilet
na regulaci hladiny RSNO.

4. Vysledky stanoveni RSNO Savillovou a chemiluminiscencni metodou poskytu;ji
u obou genotypi vystavenych dlouhodobému TS stejny trend, nicméné z divodii
detek¢niho limitu byla v praci pouzita pro stanoveni obsahu RSNO Savillova

metoda.
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5. Vlivem TS u P. sativum cv. Twinset doslo ke stejnému ucinku ve zméné hladiny
RSNO u obou forem TS. Po 4 h experimentu byl obsah RSNO vyznamné snizeny
a naopak po 24 h byla zaznamenana intenzivni produkce RSNO. U P. sativum cv.
Kudrnac byl pozorovan mirny vzriist pouze po 2 h TS.

6. Produkce Hsp70 v reakci na pisobeni stdlého TS byla mirn€ zvySend u obou
genotypll P. sativum cv. Kudma¢ a P. sativum cv. Twinset po celou dobu

experimentu.

Dosazené vysledky poukazuji na moznou roli PA u hrachu setého v rdmci obrannych
reakci na TS. Zmény v hladindich RSNO korespondujici se zménami aktivity
AMADH poukazuji na moznost regulace enzymu PTM S-nitrosylaci. GSNOR
a zejména TrxR se dle ziskanych vysledkli mohou podilet na regulaci hladiny RSNO.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABA

ADC

AIH

AMADH

AO

APX

ASH

Cad

CAT

CDPK

CPA

Cv.

DAO

DHA

DHAR

DTNB

DW

GABA

GAP

GPX

GR

GSH

GSHPX

GSNO

GSNOR

kyselina abscisova
arginindekarboxylasa
agmatiniminohydrolasa
Aminoaldehyddehydrogenasa
Aminoxidasa
Askorbéatperoxidasa

Kyselina askorbova (askorbat)
Kadaverin

Katalasa

Ca**-dependentni proteinkinasa
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa
Kultivar

Diaminoxidasa
dehydroaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa
5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoova) kyselina
sucha vaha (dry weight)
Kyselina y-aminomaselna
Glyceraldehyd-3-fosfat
Guajakolperoxidasa
glutathionreduktasa

Glutathion
glutathionperoxidasa
S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa
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GSSG Oxidovany stav glutathionu

GST Glutathion-S-transferasa
HMGSH S-(hydroxymethyl)glutathion
Hse Elementy teplotniho Soku (heat shock element)
Hsf Heat shock faktor

Hsp Heat shock proteiny

MDA malondialdehyd

MDHA monodehydroaskorbat

MDHAR monodehydroaskorbatreduktasa
NOS NO-synthasa

NR Nitratreduktasa

02~ Superoxidovy radikal

ONOOr Peroxydusitan

ODC ornithindekarboxylasa

PA Polyaminy

PAO Polyaminoxidasa

PTM Posttranslacni modifikace

Put putrescin

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

RS Reakéni smés

RSNO S-nitrosothioly

RUBISCO ribulosa-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
SAHH S-adenosylhomocysteinhydrolasa
SAM S-adenosylmethionin

SNP nitroprussid sodny
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SOD superoxiddismutasa

Spd spermidin

SPDS spermidinsynthasa

Spm spermin

SPMS sperminsynthasa

TNB 5-thionitrobenzoova kyselina
Trx thioredoxin

TrxR Thioredoxinreduktasa

TS Teplotni stres
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