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Abstrakt

Reaktivni formy dusiku (RNS) a kysliku (ROS) jsou signalni molekuly, které v ramci
reakce na bioticky ¢i abioticky stres spousti fadu obrannych reakei. NejveEtsi vyznam
v signalnich drahach RNS ma S-nitrosylace, posttransla¢ni modifikace proteint, ktera
spociva v ptipojeni nitroso skupiny (-NO) na cilové cysteinové residuum proteinu, coz
ma za nasledek zménu jeho aktivity a funkce.

Cilem bakaldiské prace bylo oveéfeni mozné regulace enzymt katabolismu
polyamind, aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) a diaminoxidasy (DAO)
S-nitrosylaci. Pro studium byly pouzity hrachové rekombinantni enzymy PSAMADH1
a PSAMADH?2, vyizolovany enzym PSDAO a 7denni rostliny dvou kultivarti hrachu
setého (Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset). Jako donory NO
byly aplikovany S-nitrosoglutathion (GSNO), nitroprussid sodny (SNP)
a S-nitroso-N-acetylpenicilamin (SNAP), které se 1iSi intenzitou uvolnéni NO.
V korelaci s vysledky z predikéni studie byl zaznamenan inhibiéni efekt donortt NO
na aktivitu enzymtu PSAMADH, zatimco aktivita PSDAO nebyla v dusledku zvysené
koncentrace NO ovlivnéna. Inhibi¢ni efekt NO na PSAMADH aktivitu byl detekovan
I po aplikaci donori NO k ristovému médiu, ve kterém se nachazely 7denni rostliny
hrachu setého. Regulace aktivity AMADH S-nitrosylaci byla potvrzena nepiimo
reakci s redukénimi cinidly, jako je glutathion a dithiotreitol. V nasledujicich
experimentech je nutné regulaci AMADH S-nitrosylaci déle potvrdit napf. metodou
biotin-switch v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
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Reactive nitrogen species (RNS) and reactive oxygen species (ROS) are signaling
molecules that trigger a number of defense responses during biotic or abiotic stress.
The highest importance in RNS signaling pathways plays post-translational
modifications of proteins including S-nitrosylation, consists in attaching a nitroso
group (-NO) to a corresponding cysteine residue of target protein, resulting
in a change in its activity and function.
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Cile prace
V teoretické casti je cilem bakalaiské prace vypracovani literarni reSerSe zamétfené

na charakterizaci:

1) reaktivnich forem kysliku a dusiku a jejich role v regulaci aktivity proteinti
posttranslacnimi modifikacemi.
2) enzymu metabolismu polyaminti (tj. aminoaldehyddehydrogenasy

a diaminoxidasy) a jejich zapojeni v mechanismu obrannych reakci rostlin.

V experimentalni ¢asti je cilem prace studium ulohy reaktivnich forem dusiku v regulaci
aktivity enzymi zapojenych v metabolismu polyaminil hrachu setého:
1) Studium vlivu aplikace donoru NO na aktivitu pfipravenych enzymu
aminoaldehyddehydrogenasy a diaminoxidasy
2) Studium vlivu aplikace donoru NO ke kofenovému systému 7dennich
semenackl hrachu setého (dva kultivary P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum
cv. Twinset) na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy a diaminoxidasy.
3) Studium moznosti regulace aktivity enzym aminoaldehyddehydrogenasy

a diaminoxidasy posttransla¢ni modifikaci typu S-nitrosylace.



1 UVOD

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou vyznamné signalni molekuly, které se v rostlinach
ucastni mnoha fyziologickych procest. Ditlezitou roli hraji v obrannych reakcich
na bioticky ¢i abioticky stres, kdy mohou mit dle intenzity pisobeni pozitivni
¢i negativni vliv na rostlinu. Mezi RNS se tadi napft. radikaly oxidu dusnaté¢ho (NO),
oxid dusigity (N,O3), nitrosyl (NO") & peroxydusitan (ONOO"). Kli¢ovou roli ma NO.
Je to velmi reaktivni molekula s kratkou zivotnosti, jejiz signalni drahy mohou vést
k modulaci funkci cilovych proteinii v posttranslatnich modifikacich (PTM-NO)
(Corpas a Barroso, 2015). Mezi PTM-NO patfi napf. metalonitrosylace, kdy se NO vaze
na prechodné kovy. Dale se jedna o nitraci, kdy NO reaguje se superoxidovym
radikalem (O;") za vzniku ONOO’, ktery interaguje s tyrosinovym residuem proteinu.
Posledni a velmi dulezitou modifikaci je S-nitrosylace, kdy dochazi k reakci NO
S cysteinovym residuem proteinu za vzniku S-nitrosothiolu (RSNO) (Fancy etal.,
2017). Nizkomolekularni slouc¢enina S-nitrosoglutathion (GSNO) mtze NO molekulu
uvolnit ¢i pfenést na jinou thiolovou skupinu. Hladina GSNO je regulovana enzymem
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR; EC 1.1.1.284). Dalsi katabolickd reakce
GSNO probihda za katalyzy thioredoxinreduktasy (TrxR; EC 1.8.1.9) (Sengupta
a Holmgren, 2012).

Polyaminy (PA) jsou alifatické kationty, které se vyskytuji v prokaryotnich
I eukaryotnich bunkach. Polyaminy zastavaji fadu vyznamnych roli v bunce. Reguluji
bunééné déleni, diferenciaci, organogenezi, reprodukci &i senescenci. Utastni se také
reakci na vnéjs$i podnéty, tj. pisobeni biotickych ¢i abiotickych stresovych faktort
(Miller et al., 2010). Na katabolismu PA v rostlinach se podili enzymy polyaminoxidasy
(PAO), diaminoxidasy (DAO) a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH).
FAD-dependentni PAO katalyzuji oxidacni Stépeni sekundarni aminoskupiny PA
za vzniku peroxidu vodiku a pfisluSného aminoaldehydu a diaminu. Diaminy jsou
za katalyzy DAO obsahujici méd’ oxidovany v misté primarni aminoskupiny na peroxid
vodiku, amoniak a pfislusny aminoaldehyd. AMADH katalyzuji oxidaci aminoaldehydu

7 v . . v r +
na prisluSnou aminokyselinu za soucasné redukce NAD".



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Reaktivni formy dusiku

Rostliny jsou béhem svého zivotniho cyklu neustale vystavovany riznym stresovym
podminkam. V pfenosu stresového signalu a pfislusSné odezvé na tento signal hraji
klicovou roli reaktivni formy kysliku (ROS) a také molekuly RNS, zejména NO.
Peroxid vodiku (H20,), superoxidovy a hydroxidovy radikal (O,", OH') ¢i singletovy
kyslik (*O,) se fadi mezi ROS (Halliwell, 2007). K RNS patii peroxydusitan (ONOO’),
oxid dusity a dusicity (N,O3z, N,O4, NO,) (Obr. 1) (Mittler, 2002).

Zvysené koncentrace NO a ROS, v zavislosti na schopnosti aktivace piislusnych
antioxida¢nich systémt, vedou k nitrosacnimu a oxida¢nimu stresu (Obr. 2) (Corpas

a Barroso, 2013).
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Obr. 1 Schéma pifemény reaktivnich forem dusiku (RNS). (Pfevzato z Tharmalingam et al.,
2017)

10



Bioticky
stres

I I
I
, &
1
= G55G
GSH  (Gn
L

TRNS

=r NO - -5+ GSNO= - —»

!

)
Lipidova peroxidace

Karbonylace proteint

Lipidova nitrace
Nitracetyrosinu proteind
S-nitrosylace proteint

A ,/

NH,

f/bxidaini stres\\

Nitrosaéni stres

Obr. 2 Nitro-oxidac¢ni stres vznika reakci RNS a ROS jako odpovéd’ na abioticky/bioticky stres
zpusobeny poSkozenim buiiky (Corpas a Barroso, 2013).

Mezi abiotické stresové podminky fadime naptiiklad sucho, salinitu, plsobeni

tézkych kovi, vysoké teploty, deficienci zivin ¢i UV zafeni. Témito procesy je omezen

vyvoj rostliny. Béhem evoluce si rostlina vytvofila adaptivni mechanismy umoziujici

pfekonani nepfiznivych a neustdle se ménicich podminek. Dle intenzity piisobeni

stresového faktoru dochazi k bunécné signalizaci zajistujici pfislusnou obrannou

odpovéd’. Klicovou molekulou v tomto procesu je molekula NO, kterd hraje dilezitou

roli Casto i v interakci s ROS napi. v modulaci genové exprese, zméné aktivity

enzymu nebo regulaci produkce rostlinnych hormona (Obr. 3) (Simontacchi et al.,

2015).
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Obr. 3 Schematické znazornéni interakci mezi NO, ROS a dals$imi signalnimi molekulami
vreakci na abioticky stres. Signalni molekuly zahrnuji hormony, mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK), cyklicky guanosinmonofosfat (¢<GMP) a vapenaté ionty (Ca®*). NO a
ROS také prenaSeji signdly pomoci posttranslacnich modifikaci, mezi které patii nitrace
tyrosinu, S-nitrosylace nebo oxidacni posttranslaéni modifikace (Ox-PTM). ROS, zpusobujici
oxidacni stres, mohou byt degradoviny antioxidatnim systémem, ktery je stimulovan
molekulami NO. S-nitrosylaci glutathionu vznika S-nitrosoglutathion (GSNO), jehoz hladina je
regulovana enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR). (Pievzato z Farnese et al.,
2016)

2.1.1 Oxid dusnaty

Z chemického hlediska je NO bezbarvy plyn a jeho volny radikal NO" ma kratkou
zivotnost (pfi vysSich koncentracich je ti<6 s). Pfitomnost neparového elektronu
ve valen¢ni vrstvé zptisobuje jeho vysokou reaktivitu. Molekula NO interaguje s Sirokou
skalou cilovych biomolekul — DNA, proteiny ¢i mastnymi kyselinami. Mize dochazet
k tvorbé vazby s reaktivnim kyslikem, sirou, dusikem ¢i uhlikem. Interakce NO
s cilovymi molekulami mohou vést napt. ke zméné funkci proteint, pfeprogramovani
genové exprese a aktivaci signalnich kaskad.

Molekula NO diky lipofilnimu charakteru volné€ difunduje ptfes bunééné membrany.
NO hraje dulezitou roli v biologickych a fyziologickych procesech rostlin jako signalni
molekula, napf. pti kli¢eni a dormanci semen, rustu a vyvoji kofent, gravitropismu,
bunééné smrti atd. (Obr. 4) (Yu et al., 2014). V zavislosti na dostupnych podminkach
v bunice (lokalni koncentrace NO, misto syntézy, rovnovaha koncentrace mezi NO

a ROS, aktivace antioxida¢nich systémii apod.) zastava NO funkci ochrannou (nmol-1™-
12



umol-1I" koncentrace NO) nebo toxickou (mmol-1* koncentrace NO) vyvolavajici
indukci nitrosa¢niho stresu a buné¢né smrti. NO hraje zasadni roli jak za fyziologickych
podminek, tak i vreakci na stres, napf. Vimunitni odpovédi na napadeni rostlin
patogeny ¢i pusobeni abiotickych faktorti (Obr. 4). NO, stejné jako ROS, spousti reakci
prenosu signalu vedouci k expresi gent, které zajist'uji toleranci rostliny ke stresovym
podminkam. Dale reguluji odpovédi spojené s programovanou bunécnou smrti,
bunénou hypersenzitivitou a starnutim rostliny (Obr. 4) (Sami et al., 2018; Sahay
a Gupta, 2017).

1
Dormance semen
” ’ Kliceni
6
Zrani ploda ﬁ_
Senescence 2

Rust a vyvoj kofent
Biosyntéza chlorofylu
Vegetativnirast
Cévnidiferenciace
Nodulace
Pohyb priducht
Homeostdza Fe

\ Odolnostviéi ——
— stresovym \ ‘
S podminkam: ,‘ .

uv

i vysoké teploty,
. Kveteni zareni, tézké kovy, “
Rust pylové lacky deficience Zivin, \

zasoleni, mechanické
poskozeni, sucho,
nedostatek kysliku,

patogeny apod.

Obr. 4 Role oxidu dusnatého (NO) u rostlin. NO se ucastni vyvoje rostlin prostiednictvim
interakci s hormony, ROS, Ca”*" a posttranslaénich modifikaci proteind. Na obrazku je uveden
vyznamny vliv NO na fadu fyziologickych pochodi rostlin a obranné mechanismy pfi pisobeni
stresovych faktord. (Upraveno dle Simontacchi et al., 2015)

&%‘

Hormonalni
odezvy
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V rostliné je NO syntetizovan v riznych bunécnych organeldch, jako jsou
mitochondrie, chloroplasty, peroxisomy, cytoplasma, endoplasmatické retikulum
a apoplast. Syntéza muze probihat oxidacni ¢1 redukéni cestou v zéavislosti na
pfitomnosti enzymi. Enzymova redukéni cesta zahrnuje reakce spojené
s xanthinoxidoreduktasou (XOD, EC 1.1.3.22) a nitratreduktasou (NR, EC 1.6.6.1).
Oxidacni cesta zahrnuje reakce spjaté s preménou L-Argininu. Prvni dradha je zavisla
na enzymové aktivité tzv. NO-synthasy (NOS, EC 1.14.13.39) — uvadéné v literatuie
Casto jako enzym podobny NOS (NOS-like), protoze jeho pfitomnost nebyla u rostlin
doposud jednoznacné prokazana. Jako dal§i mozné drahy produkce NO se uvadéji
mechanismy souvisejici s pfeménou polyamint a hydroxylamini, které také nebyly

doposud piesnéji charakterizovany. (Domingos et al., 2015; Hancock a Neill, 2019).

2.1.2 Posttranslaéni modifikace proteinii zprostiedkované reaktivnimi

formami dusiku

Molekula NO je schopna prochazet lipidovymi membranami, coz umoznuje interakci
stadou dalsich makromolekul. Ptikladem bioaktivity NO jsou PTM-NO, které
umoznuji zménit funkci cilovych proteinti (Astier a Lindermayr, 2012) (Obr. 5). Mezi
PTM-NO patii metalonitrosylace, kdy dochazi k vazbé NO na pfechodné kovy, napf.
zelezo, méd’ ¢i zinek. Tato reakce blokuje peroxidaci kovu a tim zabranuje tvorbé ROS
(Wink et al., 2001). Dalsi PTM-NO je nitrace tyrosinu, kdy molekula NO reaguje
se superoxidovym radikalem za vzniku peroxydusitanu, ktery poté interaguje
saromatickym jadrem tyrosinového residua proteinu (Radi, 2004). Vznik
peroxydusitanu nastava pii intenzivnim pisobeni stresovych faktorti na rostliny (Mur
etal.,, 2013). Posledni PTM-NO je S-nitrosylace, jejiz mechanismus je popsan
v nasledujici kapitole. Patii mezi klicové mechanismy zprostfedkované NO pfii reakci

na stres (Fancy et al., 2017).
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Obr. 5 Schéma posttransla¢ni modifikace zprostiedkovanych NO Vv rostlinnych buiikich. NO
vytvofeny bud’ L-Arginin-dependentni NO-synthasou (NOS), nitratreduktasou (NR) ¢&i
neenzymovou drahou miZze reagovat sredukovanym glutathionem (GSH) za vzniku
S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery mize poskytovat S-nitrosylaéni reakce. NO muize reagovat
také se superoxidovym radikalem (O,") za vzniku peroxydusitanu (ONOQO), ktery piisobi jako
silny oxidant zprostfedkovavajici nitraci tyrosinovych residui v proteinech. Pii pfeméné¢ ONOO
na radikal NO, jako meziprodukt mlize dojit k nitraci mastnych kyselin (MK). NO, GSNO a
NO,-MK se Gc¢astni bunééné signalizace, stejné jako S-nitrosylované proteiny. (Upraveno dle
Corpas et al., 2015).

2.1.2.1 Charakterizace S-nitrosylace

S-nitrosylace je posttranslaéni modifikace probihajici bez enzymové katalyzy, kdy
dochazi ke kovalentni vazbé -NO skupiny na thiolovou skupinu cysteinovych residui
proteini. Touto reverzibilni reakci vznika S-nitrosothiol (RSNO), ktery je stabilngjsi
vV porovnani se samotnym NO, jehoZ zivotnost je pfiblizn¢ 5-15 s (Lancaster, 1997,
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Williams, 1999). Regulace funkce proteinii S-nitrosylaci probiha nékolika zpusoby.
Nejcastéji zménou aktivity enzymi, dale zménou lokalizace proteini nebo jejich
interakci s jinymi proteiny. Takto regulované proteiny hraji dualezitou roli
V metabolismu a signalizaci zprostfedkované NO (Hess et al., 2012; Astier et al., 2011).
V soucasné dobé¢ je fada studii zaméfena na roli S-nitrosylace proteint v reakci rostlin
na pasobeni stresovych faktort. Za velmi dulezitou signalni formu RSNO vV rostling je
povazovan S-nitrosoglutathion (GSNO). Existuje nékolik zpusobl vzniku RSNO,

jejichz mechanismy jsou popsany na Obr. 6 (Di Giacomo et al., 2012).

RS-SR’

RSH
Nzoj\i
Jso P
. di R'sH  R'SNO

RSH <y RS ——> RSNO ¥ RS~ &= RSH

Mc("' 1) Mc? NO*® NOt
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Obr. 6 Mechanismy S-nitrosylace. Nizkomolekularni slou¢eniny obsahujici cystein (napi. GSH)
a proteiny s volnymi sulthydrylovymi skupinami (ozna¢ované jako RSH) mohou podstoupit
S-nitrosylaci za vzniku S-nitrosothiolu (RSNO). RSNO miize byt tvofen pfii reakci NOe s RSe,
ktery vznik4 bud’ oxidaci RSH katalyzovanou kovem, ¢i homolytickym Stépenim disulfidové
vazby RS-SR’ (vlevo). Nicméné, kvuli nestabilit¢ RSe, je pravdépodobnéjsi vznik RSNO
z thiolové skupiny cysteinu (RS-), ktery mtize vznikat deprotonaci siry i pii fyziologickém pH.
Thiolova skupina cysteinu miZe podléhat nitrosylaci i reakci s N,Os, nebo piimo s NO*
tvofenym oxidaci NOe za katalyzy kovem. Dalsi reakce probihajici v bufice, pfi niz se tvofi
RSNO, je transnitrosylace. RSNO miize pfenést sviij NO na jiny R’S™ za vzniku R’SNO.
(Ptevzato z Di Giacomo et al., 2012).
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Za urcitych podminek mtze GSNO reaktivni molekulu NO uvolnit ¢i ji prenést
na jinou thiolovou skupinu v procesu transnitrosace (Obr. 7) (Martinez-Ruiz a Lamas,
2004). GSNO vznika zejména za aerobnich podminek z glutathionu (GSH), coz je
neproteinovy tripeptid slozeny z glutamové kyseliny, cysteinu a glycinu
(y-Glu-Cys-Gly) (Hess et al., 2012). GSH je antioxidant, ktery mtize podstoupit mnoho
redoxnich reakci. Hraje dalezitou roli v mnoha biosyntetickych drahach. Vyskytuje se
v pomémé vysoké koncentraci (mmol-1™?) vzhledem k jingm thiolim v buiice. Podle
aktualnich podminek v burice se vyskytuje v redukovaném (GSH) ¢i oxidovaném stavu

(GSSG), je tedy dilezity pro udrzZeni redoxni homeostazy (Noctor et al., 2012).
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Obr. 7 Vznik a regulace hladiny S-nitrosoglutathionu (GSNO) Vv rostlinach: Hladina GSNO je
regulovana jeho syntézou (modré $ipky) a naslednou degradaci (Cervené Sipky). Hlavnimi zdroji
NO v rostlinach jsou enzym nitratreduktasa (NR) a enzym podobny synthase oxidu dusnatého
(NOS-like), ktery nebyl doposud identifikovan (zelené Sipky). Nicméné NO nereaguje
s glutathionem (GSH) pifimo, ale pfes reakci s glutathionylovymi radikaly (1), které jsou
pravdépodobné tvofeny pii stresovych podminkach, nebo ptes oxid dusity (N,Os), ktery
S-nitrosyluje GSH (2). Dalsim zdrojem GSNO je reakce GSH s S-nitrosothioly (RSNO), které
mohou poskytnout NO skupinu (3). SniZzeni hladiny GSNO mize byt zplusobeno teplotou,
svétlem, redoxnimi zménami, kovovymi ionty @, aktivitou enzymu
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR) (5) ¢i transnitrosylaénimi procesy (6). (Pievzato
a upraveno dle Begara-Moraleset et al., 2018).
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Thiolové skupina mlize byt posttranslacné modifikovana také oxidaci, S-persulfidaci
pomoci HjS, glutathionylaci pomoci GSH, ¢i reakci s jinou thiolovou skupinou
za vzniku disulfidu (Obr. 8). Reaktivni signalni molekuly spolu soutézi pii vazbé
na thioly (Hancock et al., 2017). Nékteré tyto modifikace mohou zptisobit zménu jinych
signaliza¢nich drah zprostfedkované jinymi signalizacnimi molekulami. Napft. pii reakci
ONOQO" s Tyr residuem enzymu superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) dojde
k ovlivnéni jeji aktivity prostiednictvim nitrace a naslednému sniZeni schopnosti buriky
odstranit superoxidové anionty, coz dale ovlivni signaliza¢ni drahy ROS, kdy vznika
H.0, (Holzmeister et al., 2015). Stejnym zptisobem muze NO ovlivnit aktivitu katalasy
(CAT, EC 1.11.1.6) a snizit tak schopnost bunky odstranit H,O, (Bauer, 2015).

NG -SNO
HS-SH \
disulfid \ H

GS rerzibilni
-SH (thiol) = -SSG . Wi
N\ N\
oxidace H2S N \
(H202) N
SSH«. —= N 4 4

..SlOH T ) T ) N S ! : -SH f(thiol)
-SO,H
-SO;H

Obr. 8 Posttranslaéni modifikace thiolovych skupin. Reakce zahrnuji S-nitrosylaci a oxidaci.
(Ptevzato a upraveno dle Hancock a Neill, 2019).
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2.1.2.2 Analyza S-nitrosothioli

S rozvojem modernich instrumentalnich metod a nartistajicich pozadavki na jejich
citlivost byla intenzivné¢ vyvijena a modifikovana fada metodickych pfistupt
pro sledovani hladin RSNO. Pro stanoveni celkového obsahu RSNO, tzn.
nizkomolekularnich a proteinovych RSNO, se nejcastéji vyuziva kvantifikace
reaktivniho NO. V piitomnosti pfechodnych kovii, napf. Hg2+ ¢i Cu' iontu &i fotolyzou,
se nestabilni RSNO rozkladaji a uvolnéné molekuly NO z thiolové skupiny jsou
nasledné detekovany kolorimetrickymi, fluorescencnimi, chemiluminiscen¢nimi ¢i

elektrochemickymi metodami (Diers et al., 2014).

Nejstar$i pouzivana metoda pro stanoveni koncentrace RSNO je kolorimetricka
Savillova metoda, kterd je zaloZzena nareakci uvolnénych dusitani z RSNO
s Griessovym &inidlem za piitomnosti Hg?* soli (Saville, 1958). U velmi citlivé
chemiluminiscen¢ni metody (nanomolarni az pikomolarni koncentrace, Hetrick
a Schoenfisch, 2009) dochazi k reakci uvolnéného plynného NO s 0zonem za vzniku
NO,, ktery je v excitovaném stavu. Pfi ndvratu excitovanych molekul na jejich zékladni
hladinu dochazi k vyzéieni fotont, které je pfimo umérné mnozstvi uvolnéného NO
ze vzorku (Gow et al., 2007). NO Ize taktéz detekovat elektrochemicky pomoci elektrod
citlivych na uvolnény NO (Allen et al., 2005) ¢i pomoci elektronové paramagnetické
rezonance (EPR) (Hogg, 2010). Dale je ¢asto vyuzivana fluorescen¢ni metoda zalozena
na reakci NO  sbarvivem, jako je napf. 4,5-diaminofluorescein,
N-(1-naftyl)-ethylendiamin nebo 2,3-diaminonaftalen pro detekci nanomolarnich
koncentraci NO (Kostka a Park, 1999). Nedavno byla uspésné¢ zavedena
spektrofluorimetrickd metoda pro kvantifikaci RSNO v rostlinnych extraktech pomoci
diamino-rhodaminového barviva DAR 4-M. Rostlinny vzorek/standard GSNO byl
smichan s DAR 4-M, polovina objemu byla uchovéana ve tmé po dobu 5 min a druha
polovina byla po stejnou dobu umisténa do UV transiluminatoru. Vlivem UV zéfeni
doslo k rozkladu RSNO a naslednému uvolnéni NO, ktery byl poté fluorimetricky
kvantifikovan (excitace 560 nm, emise 575 nm). Pro vypocet koncentrace RSNO byl
pouzit rozdil naméfené fluorescence mezi UV-osetfenym vzorkem a vzorkem
inkubovanym ve tm¢&, hodnoty koncentraci byly poté odecteny ze standardni kiivky pro

GSNO. V porovnani se Savillovou metodou je tato metoda znacné citlivéjsi a oproti
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instrumentalné naroénym metodam — chemiluminiscen¢ni ¢i EPR detekci, umoznuje

snazs$i a rychlejsi detekci RSNO v rostlinnych extraktech (Mioto et al., 2017).

Vzhledem k nizké abundanci a nestabilité¢ S-nitrosylovanych proteint je v soucasné
dobé jejich piima detekce in vivo stale pfedmétem studia (Ruiz-May et al., 2019).
K nepiimé detekci S-nitrosylovanych proteind v extraktech byla vyvinuta metoda
znaceni pomoci tzv. biotinového ptepinace (biotin-switch technique (BST)) (Jaffrey et
al., 2001), ktera byla v praci Lindermayr et al. (2005) aspésné zavedena i pro rostlinné
extrakty. Princip metody BST spociva v reverzibilnim znaéeni S-nitrosylovanych
cysteinovych residui pomoci modifikovaného biotinu. V prvnim kroku BST dochazi
pomoci c¢inidla S-methylmethanthiosulfonatu (MMTS) k zablokovéani volnych -SH
skupin proteinu, které nejsou S-nitrosylovany. V druhém kroku dochazi pomoci
askorbatu k redukci S-nitrosylovanych proteini za vzniku thiold a nestabilniho
o-nitrosoaskorbatu. V poslednim kroku dochazi ke znaceni vzniklych thioli pomoci
¢inidla  biotinu-HPDP  (N-[6-(biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)propionamid).
Takto biotinem oznacené proteiny mohou byt detekovany anti-biotin protilatkou
metodou Western blot nebo mohou byt purifikovany afinitni chromatografii

na neutravidin-agarosové matrici (Obr. 9) (Forrester et al., 2009).

an a o o
SNO Blokace SNO  Redukce SH S-S-Biotin

— s —— — ———— Detekce
ls MMTS I Askorbat S |s
S S 's S

Obr. 9 Princip metody biotinového piepinace (BST). (Pievzato a upraveno dle Lindermayr
a Durner, 2009).
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2.1.2.3 Enzymy podilejici se na regulaci intenzity S-nitrosylace

2.1.2.3.1 S-nitrosoglutathionreduktasa

Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR, EC 1.1.1.284) je klicovym enzymem
katabolismu GSNO a hraje velmi duleZitou roli v metabolismu RSNO vV rostlinnych
bunikach. Dle EC nomenklatury je GSNOR zatazena mezi zinek-dependentni
alkoholdehydrogenasy — konkrétné¢ do tridy Il (ALDH3), ale za fyziologicky
vyznamné&j$i se povazuje pravé reduktasova reakce (Staab et al., 2008a). Enzym
GSNOR ma homodimerni strukturu. Kazdy monomer obsahuje katalytickou doménu,
Vv které jsou vdzany dva atomy zinku, a mensi nekatalytickou doménu s vazebnym
mistem pro koenzym. Katalyzy se ucastni pouze jeden atom zinku, zatimco druhy atom

ma pouze funkci strukturni (Sanghani et al., 2003).

Pii NADH-dependentni redukci GSNO dochazi ke vzniku nestabilniho
N-hydroxysulfinamidu (GSNHOH). Dalsi krok je zavisly na koncentraci GSH v buiice.
Pfi nadbytku GSH dochazi kuvolnéni NH;OH a glutathiondisulfidu (GSSG),
pii nedostatku GSH je molekula GSNHOH pieskupena na glutathionsulfinamid
(GSONH,). Tento produkt je nasledné¢ v kyselém prosttedi hydrolyzovan
na glutathionsulfinovou kyselinu (GSO,H) za uvolnéni amoniaku (Obr. 10) (Jensen et
al., 1998).

o NH, g NH, GSH
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Obr. 10 NADH-dependentni redukce GSNO katalyzovana GSNOR. GSNHOH -
N-hydroxysulfinamid, GSSG — glutathiondisulfid, GSONH, — glutathionsulfinamid, GSOOH —
glutathionsulfinova kyselina. (Pfevzato a upraveno z Jensen et al., 1998).

21



Dalsim dilezitym faktorem je dostatek koenzymu NADH, kdy pfi jeho vyssi hlading
dochazi kvyssi redukci GSNO. Ktvorbé¢ NADH mutze dochazet v ramci
dehydrogenasového modu katalyzovaného ALDH3, kdy reakci GSH s formaldehydem
vznika S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH) (Obr. 11) (Staab et al., 2008b). Tato
reakce je dulezitd pfi intraceluldrni detoxifikaci formaldehydu. Vznikly
S-formylglutathion je dale hydrolyzovan prostiednictvim aktivity

S-formylglutathionhydrolasy (EC 3.1.2.12) (Espunya et al., 2006).

0 ; NH, 0 y NH,
o- . NT/\/I\FO ADH3 0. N N\n/\)YO
asecno —= N _ N g
o} 0 o} o} 0 0
J J
-~
0

NAD* NADH + H*
HO™  mGsH S-formyighutathion

Obr. 11 Reakce katalyzovand ALDH3. V dehydrogenasovém modu dochazi k oxidaci
S-(hydroxymethylglutathionu (HMGSH), aduktu formaldehydu (CH,0O) a glutathionu (GSH),
na S-formylglutathion. (Pfevzato a upraveno z Jensen et al. (1998)).
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2.1.2.3.2 Thioredoxinreduktasa

Katabolismu RSNO se ucastni také enzym thioredoxinreduktasa (TrxR, EC 1.8.1.9)
spole¢né s thioredoxinem (Trx) a NADPH (Holmgren, 1985; Holmgren a Lu, 2010).
Rostlinna TrxR je homodimer obsahujici kofaktor FAD a cysteinova residua v aktivnim
misté. Jednd se o selenoenzym, ktery redukuje Trx v oxidovaném stavu s vyuzitim
NADPH jako donoru elektront (Obr. 12). U rostlin bylo detekovano az 19 isoforem Trx
(Schurmann a Buchanan, 2008). Trx ma mnoho funkci, jako je donor elektrond pti
syntéze DNA katalyzované ribonukleotidreduktasou, ¢i je zahrnut v obran¢ proti
oxida¢nimu stresu, signalizaci a redoxni regulaci (Lillig a Holmgren, 2007). Trx
obsahuje disulfidové aktivni misto umoznujici redukci cysteinovych residui cilovych

proteini (Meyer et al., 2008).

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

&%

Obr. 12 Role Trx pfi redukci proteini. Trx obsahuje dithiolovou skupinu, pomoci které je
schopen redukovat disulfidovou a nitrosothiolovou skupinu proteinu na volnou -SH skupinu.
Zoxidovany Trx je zpétné aktivovan pomoci TrxR a NADPH. (Ptevzato a upraveno dle Benhar,
2015).

23



2.1.3 Donory NO

Pro objasnéni biologické role NO v zivych organismech jsou hojné vyuzivany
slouceniny uvoliiujici exogenni NO do biologického systému, tedy donory NO. Jsou
studovany pro jejich schopnost vyvolat v rostliné ptisluSnou biologickou odpovéd:.
Pro stanoveni vztahu mezi NO a biologickymi uc€inky je tfeba znat koncentraci donoru
NO ajeho casovy pribéh uvoliiovani NO. Pii studii metabolickych odpovédi
indukovanych donory NO nejsou vysledky vzdy spolehlivé a opakovatelné, nebot
dochdzi k uvolilovani rizného mnozstvi NO, z jinych typt donort a pfi proménlivych
podminkach (Floryszak-Wieczorek et al., 2006). Osud NO se miize dle jeho hladiny
vyznamné lisit. Mize dojit k tvorbé ONOOQO" s naslednou pteménou na 3-nitrotyrosin
proteinu nebo S-nitrosylaci proteinu apod. Nejbéznéji pouzivanym donorem NO je
nitroprussid sodny (SNP) (Obr. 13). Tato sloucenina vytvaii NO®, je vysoce
fotosenzitivni a je povazovana za latku uvoliujici NO po ozareni svétlem. Jako vedlejsi
produkt vznika toxicky kyanid (Arnold et al., 1984). Rozklad SNP je také podpoien
pasobenim redukénich ¢inidel, thiola a kysliku. Mezi dal$i ¢asto pouzivané donory NO
patii S-nitroso-N-acetylpenicilamin (SNAP) (Obr. 14) a S-nitrosoglutathion (GSNO)
(Obr. 15), které jsou fazeny mezi RSNO a uvoliuji radikal NO.
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Obr. 13 Strukturni vzorec nitroprusSidu sodného (SNP). Systematicky nazev je
pentakyanonitrosylzelezitan sodny Nay[Fe(CN)sNO]. V pevném stavu ma podobu tmaveé
cervenych krystali.
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Obr. 14 Strukturni vzorec S-nitroso-N-acetylpenicilaminu (SNAP). Sumarni vzorec je
C7H12N,0,S.
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Obr. 15 Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu (GSNO). Sumarni vzorec je CioHigN4O;S
asystematicky nazev je  2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-nitrososulfanyl-
loxopropan-2-ylJamino]-5-oxopentanova kyselina.
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V praci Floryszak-Wieczorek et al. (2006) byla studovana kinetika NO
uvoliiovaného z donortt SNP, GSNO a SNAP v pfitomnosti stalého osvétleni ¢i
reduk¢nich ¢inidel. Kazdy ze zminénych donort vykazuje riznou dynamiku a jejich
polo¢as rozpadu se liSi. V nasledujicim grafu (Obr. 16) je znazornéna Kkinetika
uvoliiovani NO z donorli o stejné koncentraci za podminek stdlého osvétleni. 2 h po
zapnuti svétla byla v roztoku SNP zaznamenéna maximalni koncentrace NO, ktera poté
postupné klesala. Jeho polocas rozpadu byl piiblizné 12 h. Naopak v roztoku SNAP
byla zaznamenana téméf ihned po zapnuti svétla az pétkrat vyssi koncentrace NO a poté
prudce klesala. Jeho polocas rozpadu byl 3 h. U roztoku GSNO byla namétena
maximalni koncentrace NO az po 5 h a polocas rozpadu byl 7 h. Nejrychlejsi uvolnéni

NO bylo tedy zaznamenano u SNAP, poté GSNO a nakonec SNP.
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Obr. 16 Graf zavislosti koncentrace NO uvolnéného z donorti (a) SNAP, (b) SNP, (¢c) GSNO
nadase za podminek stalého osvétleni. Podminky experimentu: 0,5 mmol-1" koncentrace
donort NO; fosfatovy pufr pH 7.4; polychromatické osvétleni o intenzit¢ 35 pmol
fotonii'm?-s™; pocateéni teplota 20 °C, koneéna teplota 30 °C. (Upraveno dle Floryszak et al.,
2006).
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Vliv svételnych podminek na uvolnéni NO z testovanych donor (GSNO, SNAP
a SNP) byl dokumentovan histochemickou detekci NO s vyuzitim fluorescenéni sondy
DAF-2 DA (4,5-diaminofluorescein diacetat) na listech pelargonie oSetienych donory
NO. Za svételnych podminek dochazi k intenzivnimu uvolnéni NO, po 6 h nebyl
zaznamenan detekovatelny rozdil v intenzit¢ signdlu odpovidajici hladin¢ NO.
Pti inkubaci listii oSetfenych donory NO byl naopak po 6 h ve tmé¢ pozorovan slaby
signal, potvrzujici pfitomnost NO uvolnéného pouze z GSNO piipadné SNAP (Obr. 17)
(Floryszak-Wieczorek et al., 2006).

svétlo tma NO donor + cPTIO

SNAP

GSNO

Obr. 17 Vizualizace NO v listech pelargonie pomoci fluorescenéni sondy DAF-2DA (a - i)
po 6 h piasobeni donorii NO za podminek svétla a tmy. Pozitivni zelend fluorescence
uvolnéného NO je za svételnych podminek zaznamenana u viech donorti NO (0,1 mmol-1*
SNP, 0,2 mmol-1" SNAP, 0,2 mmol-1* GSNO) (a, d, g). Negativni zbarveni se vyskytlo u SNP
za tmy (b). Mirné pozitivni zbarveni se vyskytlo u SNAP a GSNO za tmy (e, h). Negativni
zbarveni bylo také u listd inkubovanych s donory NO a poté preneseny na 1 h do 200 uM
cPTIO (2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid) (c, f, i). Vsechny
snimky jsou ziskany pomoci laserového konfokalniho mikroskopu. (Upraveno dle
Floryszak-Wieczorek et al., (2006))



V praci Semchuk et al. (2011) byla zkoumana schopnost tokoferolu, lipofilniho
antioxidantu, ménit fyziologickou a antioxida¢ni odpovéd vyvolanou donory NO.
V této praci byla stanovena kinetika uvoliovani NO z roztokti SNP a GSNO, s vyuzitim
Griessovy metody, ktera je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni dusitant
odpovidajici hladin¢ uvolnéného NO z testovanych donort NO (Privat et al., 1997).
Vysledek experimentu je znazornén v grafu zavislosti mnozstvi dusitand, vytvofenych
Z uvolnéného NO z Cerstve piipravenych roztokli donort NO — GSNO a SNP v pribéhu
24 h (Obr. 18). Nejvyssi koncentrace dusitanii byla zaznamenana po 19 h za stalého
osvétleni u GSNO, Vv ptipadé SNP dochazelo v pribéhu 24 h k pribéznému uvoliovani
NO. Po 1. h bylo mnozstvi NO uvolnéné z GSNO pétinasobné vyssi a po 24 h byl rozdil

pfiblizné dvojnasobny v porovnani se SNP (Semchuk et al., 2011).

TSNP
EEGSNO

1 2 4 8 10 16 18 19 20 22 22 24
¢as, h

Obr. 18 Grafické znazornéni mnoZstvi uvolnéného NO, z1 mmol-1* roztoku GSNO
a 1 mmol-1" roztoku SNP b&hem 24 h (n=3). (Upraveno dle Semchuk et al., 2011).
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V dalsi praci Bradley a Steinert (2015) byla potvrzena pomoci NO citlivych
mikrosenzor rozdilna dynamika a intenzita uvoliiovani NO z ruznych donort. Byl
prokazan negativni efekt skladovani (zamrazeni) zasobnich roztoki donori NO
na schopnost uvolnit NO. Detekované rozdily v mnozstvi uvolnéného NO jsou dany
chemickou strukturou ptislusného donoru a zavisi na reak¢énich podminkach (pfitomnost

thiolt, svétlo, kyslik, pH, pfechodné kovy, kysela katalyza a reduk¢éni podminky).

Z prace Semchuk et al. (2011) lze konstatovat, ze ptisobenim dvou donortt NO miize
dojit k odliSnym nebo dokonce opacnym ucinkim na fyziologické a antioxidacni
vlastnosti rostliny. Donory NO mohou tedy mit dvoji efekt NO (Obr. 19), ktery mtze
zaviset na koncentraci donoru a ¢asovém prabéhu uvolnéni NO pfi jeho rozkladu. SNP
uvolioval mensi mnozstvi NO nez GSNO, indukoval enzymy zachycujici H,0,, stejné
tak zvySeni aktivity glutathion-S-transferasy (GST; EC 2.5.1.18) a glutathionreduktasy
(GR; EC 1.6.4.2). GSNO indukoval zvySeni obsahu karbonylovych proteind
a inaktivoval askorbatperoxidasu (APX; EC 1.11.1.11), guajakolperoxidasu (GPX; EC
1.11.1.7) a dehydroaskorbatreduktasu (DHAR; EC 1.8.5.1).

/ Inhibice lipidové ™\
I __~\._peroxidace _/
(00"~ 100N B

GSNO

w
---2
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/ Inhibice lipidové™
\.__ peroxidace
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\
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Obr. 19 Mozné ptisobeni donortt NO na rostliny. (Upraveno dle Semchuk et al., 2011)
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2.1.4 Mozna uloha donoru NO v ochrané rostlin

V nedavnych studiich byly objeveny ochranné u¢inky aplikace donori NO na rostliny
pfi puisobeni abiotického stresu. Pfi pouziti nizkomolekularnich donort NO muze dojit
ke zlepSeni tolerance rostliny k stresovym podminkdm. V rostliné dochdzi
k aktivaci buné¢né signalizace prostfednictvim molekuly NO zahrnujici interakci

S ROS, nésledné dochazi ke zménam v genové expresi, piipadné funkce proteina

(Obr. 20) (Seabra a Oliveira, 2016).

Mezi soucasné nejbeéznéjsi negativni stresové faktory, které zhor$uji vyvoj rostlin a
nasledné produkci plodd, tzn. vynosy v zemédé€lské produkei, patii nedostatek vody -
sucho. Sucho vyvolava v rostliné zvySenou produkci ROS (077, H20,, O apod.), které
mohou poskodit DNA, proteiny, lipidy ¢i sacharidy (Cechin et al., 2015). Rostliny proto
vyvinuly obranné mechanismy, které zvysuji aktivitu antioxidac¢nich enzymd, jejichz
ucinkem dochazi k eliminaci ROS. Dale dochazi k akumulaci prolinu (pasobi jako
osmoprotektant), zméné genové exprese za ucelem tvorby genl podilejicich se
na toleranci rostlin na dany stres a v neposledni fadé se jedna o aktivaci regulace
uzavirani praduchi (role kyseliny abscisové a Ca?*) (Cai et al., 2015). Ve vysledcich
studie Seabra a Oliveira (2016) byl prokazan pozitivni vliv NO donoru SNP, ktery
zménil rostlinnou odpovéd’ na sucho regulaci hladiny nitrosa¢niho stresu. Uvolnénim
NO ze SNP doslo k S-nitrosylaci fady proteini vedouci ke zméné jejich interakci
a aktivit podporujici naslednou aklimatizaci rostliny na stresové podminky dané
nedostatkem vody. Predmétem studia zdstavaji cilové proteiny piimo zapojené

do obrannych reakci rostlin v reakci na sucho, které jsou ovlivnény po aplikaci donori
NO.

Dalsim stresovym faktorem vyznamné ohrozujicim zemédélskou produkci je
zasoleni pidy - salinita. U tohoto typu stresu dochazi zejména ke snizeni ristu,
degradaci chlorofylu. Naopak bylo detekovano zvyseni obsahu karotenoidd, osmolytd
a zvyseni produkce ROS (H,0;). Po zvyseni hladiny ROS jsou aktivovany antioxida¢ni
systémy, které zabratiuji poskozeni bungk (Ahmad et al., 2016). Skodlivé G¢inky ROS
mohou byt potlaceny zvySenou hladinou NO uvolnéného po aplikaci donoru NO, ktery
se podili na zvySeni aktivity antioxidacnich enzymd, reguluje expresi genli podilejicich
se na toleranci salinity, snizuje tvorbu O3 V mitochondriich zpusobujici peroxidaci
lipida (Fatma et al., 2016).
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V posledni dob¢ je vlivem industrializace zne€isténo Zivotni prostiedi také tézkymi
kovy. Nékteré kovy, jako napt. Cu, Ni, Zn, jsou v malych davkach pro riast rostliny
prospésné a patii mezi mikroziviny, ale jejich nadmérna akumulace zplisobuje toxicitu.
Jiné kovy, jako napt. Cd, Pb, Al, As, jsou pro rostlinu toxické jiz ptfi velmi malych
davkach. Zpuasobuji snizeni ristu, pokles fotosyntézy, chlorézu listi a nakonec muize
dochazet k odumfeni celé rostliny (Emamverdian et al., 2015). Typickou reakci
na piitomnost tézkych kovu je indukce oxida¢niho stresu. Na eliminaci volnych
kovovych iontd v cytosolu rostlinnych bunék se podili chelata¢ni mechanismy thiolt
(pt. GSH, fytochelatiny), organické kyseliny ¢i aminokyseliny (Anjum et al., 2015).
Déle dochézi k indukeci antioxida¢nich mechanismi neenzymovou ¢i enzymovou
drahou. N¢kolik studii prokdzalo zmirnéni toxicity kovl v rostliné pisobenim donorti
NO. Jejich prospésny ucinek spocivd v zabranéni oxidacniho stresu, kdy dochdzi
k eliminaci ROS ¢i k aktivaci antioxida¢nich enzymi. Ptfesna role NO v odpovédi

na stres tézkymi kovy je stale predmétem studia (He et al., 2014).

Dalsim stresovym faktorem rostlin majici negativni dopad na zemédélstvi je
plusobeni extrémnich teplot (chladovy, teplotni stres). Tyto stresové podminky
vyvolavaji zménu funkce proteini a fluidity membran, zvySeni produkce ROS
a poskozeni bun¢k, coz vede ke zhorSeni rdstu a nasledné¢ odumfieni rostliny.
Mechanismy tolerance k extrémnim teplotam zahrnuji zménu ve slozeni membranovych
lipidGi a indukci antioxidacniho systému. Nizké teploty dale vyvolavaji akumulaci
osmolytu, jako je prolin, glycin betain a rafindza (Theocharis et al., 2012). Pti vysokych
teplotach je dulezita tvorba proteint teplotniho Soku Hsp (heat shock protein), které
napomahaji mimo jiné udrZet prostorové uspofadani bilkovin, které by byly teplem
denaturovany. V neposledni fad¢ je prokdzano zvysSeni produkce NO vV rostlinich
Celicich extrémnim teplotdm. Aplikace donorit NO prokazala ptiznivy vliv na rostlinu,

kdy dochazi k zamezeni oxida¢niho stresu (Hasanuzzaman et al., 2013).
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Obr. 20 Schematické znazornéni obecného mechanismu ptisobeni donort NO na rostliny
Celicich riznym abiotickym stresovym podminkam, ktery vede ke zvySeni tolerance a odolnosti
rostlin na tyto podminky. (Upraveno dle Seabra et al., 2016).

Souhrnné lIze ftici, ze hlavnim ochrannym ucinkem donorit NO je indukce
antioxida¢niho obranného systému zahrnujici zvySeni aktivit ptislusnych enzymi (CAT,
SOD, APX, GR) (Molassiotis et al., 2016). V1liv NO na snizeni hladiny ROS se projevi
v eliminaci lipidové peroxidace a destrukce DNA. Dale ma NO schopnost regulovat
funkei klicovych proteinti prostfednictvim posttranslacnich modifikaci (S-nitrosylace,
nitrace tyrosinu, metalonitrosylace). Jako pfiklad 1lze uvést S-nitrosylaci
NADPHoxidasy (EC 1.6.3.1) a glykolatoxidasy (EC 1.1.3.1) vedouci k inhibici
produkce ROS (Yun et al., 2011).

2.2 Polyaminy

2.2.1 Zakladni charakteristika polyamint

Polyaminy jsou alifatické kationty, které se vyskytuji v prokaryotnich i eukaryotnich
bunkach. Polyaminy zastavaji fadu vyznamnych roli v buiice. Reguluji buné¢né déleni,
diferenciaci, organogenezi, reprodukci &i senescenci. Utastni se také reakci na vngjsi
podnéty, tj. ptisobeni biotickych ¢i abiotickych stresovych faktord. Mezi nejbézné&jsi
polyaminy vyskytujici se v rostlinach patii putrescin (Put), kadaverin (Kad), spermidin,

spermin a thermospermin (Obr. 21) (Miller et al., 2010).
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Obr. 21 Nejvyznamnéjsi polyaminy vyskytujici se v rostlinach.
2.2.2 Biosyntéza a degradace polyaminu

Hladina polyamint je regulovana anabolickymi a katabolickymi procesy a konjugaci
s hydroxyskoficovymi kyselinami (Obr. 22). V rostlinach za¢ina biosyntéza polyamint
tvorbou diaminu Put, ktery vznikd zargininu za pfitomnosti enzymu
arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19), dale nasleduje tvorba agmatinu za katalyzy
agmatiniminohydrolasy (AIH, EC 3.5.3.12) a tvorba N-karbamoylputrescinu pomoci
N-karbamoylputrescinamidohydrolasy (CPA, EC 3.5.1.53) (Slocum et al., 1984).
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Obr. 22 Metabolismus polyamintl a interakce s jinymi metabolickymi drahami. PferuSované ¢ary ukazuji katabolické procesy a kontinualni ¢ary znazormuji
biosyntetické drahy pro polyaminy a piibuzné metabolity. Cisla piislusi nasledujicim enzymim: 1 nitratreduktasa, 2 nitritreduktasa, 3 nitrogenasa, 4
glutaminsynthetasa, 5 glutamatsynthasa, 6 lysindekarboxylasa, 7 glutamatdekarboxylasa, 8 diaminoxidasa, 9 arginasa, 10 polyaminoxidasa, 11
ornithinkarbamoyltransferasa, 12 argininsukcinatsynthetasa, 13 argininsukcinatlyasa, 14 arginindekarboxylasa, 15 agmatiniminohydrolasa, 16
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa, 17 ornithindekarboxylasa, 18 SAM synthetasa, 19 SAM dekarboxylasa, 20 spermidinsynthasa, 21 sperminsynthasa, 22
thermosperminsynthasa. (Prevzato a upraveno dle Alcazar et al., 2010)
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Klicovymi enzymy katabolismu polyaminti jsou aminoxidasy (AO), které katalyzuji
oxidac¢ni deaminaci polyamint za vzniku peroxidu vodiku a aminoaldehydu, ktery je
za katalyzy aminoaldehyddehydrogenasy pfeménovan na piislusnou aminokyselinu. AO
1ze klasifikovat do dvou skupin dle kofaktoru: diaminoxidasy obsahujici méd” (DAO,
EC 1.4.3.6) a polyaminoxidasy obsahujici FAD (PAO; EC 1.5.3.3). AO se lisi
substratovou specifitou, lokalizaci v buiice a mechanismy degradace substratu. DAO
katalyzuji oxidaci diaminti Put a Kad v mist¢ primarni aminoskupiny. Oxidaci Put
vznika 4-aminobutanal, amoniak a peroxid vodiku. 4-aminobutanal se dale cyklizuje
zavzniku A' pyrrolinu. PAO katalyzuji oxidagni §tdpeni sekundarni aminoskupiny
spermidinu ¢i sperminu za vzniku propan-1,3-diaminu, peroxidu vodiku a ptislusného

aminoaldehydu (Sebela et al., 2001).

3.2.3 Aminoaldehyddehydrogenasa

Aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH, EC 1.2.1.19) jsou NAD" dependentni enzymy
patiici do rodiny aldehyddehydrogenas 10 (ALDH 10). Katalyzuji oxidaci
w-aminoaldehydt, zejména 3-aminopropanal (APAL), 3-aminobutanal (ABAL),
4-guanidinobutyraldehyd (GBAL) na pfislusnou w-aminokyselinu, v tomto pfipadé
na p-alanin, 4-aminobutanovou kyselinu a 4-guanidinbutanovou kyselinu za soucasné
redukce NAD®. Nejlepsim substratem pro AMADH je APAL. Vznikly B-alanin je
prekurzorem osmoprotektantu B-alaninbetainu. ALDH 10 mohou byt zapojeny do tii
na sobé nezavislych metabolickych drah, tj. metabolismus polyamint, cholinu a lysinu.
VsSechny tfi drdhy konci pfisluSnymi aminoaldehydy, které jsou poté oxidovany
za katalyzy enzymi ALDH 10. Enzymy rodiny ALDH 10 jsou klasifikovany
dle substratové specifity na 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC
1.2.1.19), 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy @ (GBALDH, EC 1.2.1.54),
betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)

a 4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47).

Rostlinné AMADH se vyskytuji jako homodimery. Kazda podjednotka obsahuje
doménu katalytickou, koenzymovou a oligomerizacni. Aktivni misto pro pfeménu
substratu katalytickym cysteinem se nachazi mezi katalytickou a koenzymovou
doménou (Tylichova et al., 2010). Reak¢éni mechanismus AMADH zacina nukleofilnim

atakem substratu (aldehydu) za tvorby thiohemiacetalového intermedidtu (Wymore et
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al., 2004). V dalsim kroku je ptenesen hydrid na C4 atom NAD" za vzniku NADH a
thioesteru. Nakonec dochazi k aktivaci molekuly vody pomoci glutamatového residua,

ktera nukleofiln¢ atakuje thioester za uvolnéni piislusné aminokyseliny (Tylichova et

al., 2010).

U hrachu setého (Pisum sativum) byly detekovany dva isoenzymy PSAMADH1 a
PSAMADH2. Oba isoenzymy obsahuji 503 aminokyselin, pfi¢emz jejich sekvence je
7 80 % identicka (Sebela et al., 2000; Brauner et al., 2003). PSAMADH se vyskytuje
jako tetramer (monomer ma 57 kDa) (Obr. 23). Jeho N-terminalni sekvence
aminokyselin se podoba sekvencim rostlinné betainaldehyddehydrogenasy katalyzujici
tvorbu glycin betainu, ktery se ucastni v procesech osmotické tolerance rostliny
aVvodpovédich na stres zplisobenym zasolenim ¢i suchem. PSAMADH vSak
betainaldehydy oxidovat nedokaze (Sebela et al., 2000; Weretilnyk a Hanson, 1990).
Struktura obou isoforem je znazornéna na Obr. 23. Centralni ¢ast obou domén se sklada
Z péti B-vladken a Ctyf a-helixii. Oligomerizaéni doména obsahuje jedno kratké a dveé
dlouha B-vldkna. Vy¢nivd na povrch sousednich podjednotek a spojuje tak oba
monomery enzymu. Oba isoenzymy maji na C-konci peroxisomalni cilovou sekvenci,

ackoliv jejich piesna lokalizace v bunice je dosud neznama (Tylichova et al., 2010).

(b)

Obr. 23 Struktura isoenzymt PSAMADH. (a) reprezentuje dimer PSAMADHI. Katalyticka
doména, doména pro vazbu koenzymu a oligomerizacni doména jsou zobrazeny ve svétle Sedé,
¢erné a modré barvé. Koenzym NAD" (v barvach piislusnych atomil) a kovovy ion (zeleny)
maji kulovy tvar. (b) reprezentuje dimer PSAMADH?2. Katalytickd doména, doména pro vazbu
koenzymu a oligomerizacni doména jsou zobrazeny v bézové, hnédé a fialové barve.
Peroxisomalni signalni sekvence na C-konci je znacena Cervené. (Pfevzato z Tylichova et al.
2010).
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Katalytickou funkci u PSAMADH zastava residuum Cys294, které je lokalizovano
mezi mistem vazby koenzymu NAD" a mistem vazby substratu. Dale jsou do katalyzy
zapojeny Asnl62 a Glu260, které se nachazi na konci substratového tunelu.
Pfi porovnadni obou iSoenzymti se substratovy tunel 1i§i pouze ve tfech
aminokyselinovych residuich, a proto jejich substratova specificnost vykazuje zna¢nou
podobnost, taktéz jejich reakéni rychlost a afinita ke koenzymu NAD" je velmi podobné
(Km = 40 uM pro PSAMADH1 a Kp, = 55 uM pro PSAMADH?2) (Tylichova et al.,
2010).

PSAMADH je vrozmezi pH 6 — 9,5 stabilni, pfiCemz maximalni aktivita byla
naméfena pii pH 8,5. Teplotni optimum enzymu je 45 °C a nad 50 °C jiz aktivitu
postupné ztraci (Sebela et al., 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

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

Fluka (Svycarsko): dihydrat disodné soli ethylendiamintetraoctové (EDTA), dithiotreitol
(DTT), nitroprussid sodny dihydrat (SNP), pefabloc ® SC

Honeywell (Rumunsko): diethylether

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

PENTA (Ing. Petr Svec, CR): dihydrogenfosfore¢nan draselny

Serva (Némecko): kienova peroxidasa

Sigma-Aldrich Chemie (Némecko): 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL), anti-AMADH1
krali¢i protilatka, anti-krali¢i protilatka znacena alkalickou fosfatasou, dihydrochlorid
putrescinu, glutathion, hovézi sérovy albumin (BSA), 2-methoxyfenol (guajakol),
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), n-butanol, nikotinamidadenindinukleotid
(NAD"), poly(vinylpolypyrrolidon) (PVPP), Ponceau S, S-nitroso-N-acetylpenicilamin
(SNAP)

Unilever (CR): SAVO

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
blotovaci systétm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); centrifuga 5415R
(Eppendorf, Némecko); chromatografické kolony Micro Bio-Spin (Bio-Rad, USA),
desticka Take3 Multi-Volume plate (BioTek, USA); detekéni zatizeni BIO-RAD Gel Doc
EZ Imager (Bio-Rad, USA); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni
pfedvazky (KERN, Némecko); -elektroforetickd komurka (Bio-Rad, USA);
elektroforeticky syst¢tm Mini PROTEANe Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagneticka michacka (IKA, Némecko); kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA);
mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy reader PowerWave
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XS (BioTek Instruments, USA); mikroskop Olympus BX 50 (OLYMPUS, Japonsko);
nitrocelulosova membrana 0,45 pum (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 enzymi S-nitrosylaci byly pouzity
dva kultivary hrachu setého: P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Pro
kultivar P. sativum cv. Twinset je charakteristicka vyssi odolnost vii¢i patogentim, jako

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

3.1.4 Priprava rostlinného materialu

Semena hrachu byla vysterilizovana 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 filtraéni papiry navlhc¢ené vodou a ponechédna 3 dny klicit na svétle
pii 25 °C. Naklicena semena byla pfemisténa do misek v hydroponickém uspotadani s %4
Hoaglandovym roztokem. Semena byla péstovana 7 dni ve fytotronu za podminek
svételného rezimu 12 h svétlo/12 h tma a teploty 25 °C. Rostliny byly nasledné vystaveny
pisobeni 1 mmol-1™ roztokim SNP, GSNO a GSH v Hoaglandové roztoku (Tab. 1) po
dobu ‘2, 1, 2, 4 a 24 h. U postupné odebiranych rostlin byla odd€lena kotenova a

nadzemni ¢ast, rostlinny material byl zamraZen.

Tab. 1 Slozeni Hoaglandova roztoku.

Pouiité roztoky Koncentrace zdasobniho roztoku  Pipetovany objem [ml]*
KNO, 1 mol-1* 1,5
Ca(NO;), - 4 H,0 1 mol-1* 1
NH,H,PO, 1 mol-1* 0,5
MgSO, - 5 H,0 1 mol-I™* 0,25
H,;BO; 25 mmol-1? 0,5
KCI 50 mmol-1?
MnSO, - 5 H,0 2 mmol-1*
ZnSO, - 7 H,0 2 mmol-1? 1
CuSO, - 5 H,0 0,5 mmol-1*
(NH4)6M07024 -4 Hzo 0,5 mmol'l'l
FeSO, - 7 H,O+ Na,EDTA 20 mmol-1? 1

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

Z odebranych zamraZenych rostlin (kofenova a nadzemni cast) byl pfipraven smésny
vzorek (3-5 rostlin) homogenizaci v tfeci misce s tekutym dusikem na jemny prasek,
ktery byl rozdélen do mikrozkumavek na jednotlivé alikvoty a uchovan v mrazicim
boxu pii -80 °C pro dalsi praci. Extrakce vzorkli byla provadéna 0,1 mol-I™*
K-fosfatovym pufrem pH 7 v poméru 1:2 (1 g rostlinného materialu: 2 ml extrak¢éniho

pufru).

Suspenze byla 20 min pii 4 °C pravideln¢ promichavdna na vortexu. Poté byla
provedena centrifugace (20 min, 16000 g, 4 °C) a odpipetovan supernatant do Cistych
mikrozkumavek. Extrakt byl pouzit pro spektrofotometrické méfeni aktivit enzymd,

stanoveni celkovych proteint a detekci enzymu AMADH metodou Western blot.

Extrakéni pufr: 1% PVPP, 2 mmol-I* DTT, 0,5 mmol-I"* pefabloc a 2 mmol-I* EDTA

3.1.6 Stanoveni proteint

Koncentrace  celkovych  proteini  byla  stanovena  metodou  Bradforda
spektrofotometricky pomoci readeru PowerWave XS. Tato metoda vyuZziva barvivo
Coomassie Brilliant Blue G-250, které se v kyselém prostiedi vaze na molekulu
proteinu za vzniku modrého zbarveni. Intenzita zbarveni je imérna mnoZstvi proteinu
ve vzorku (Bradford, 1976). Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA),
Z které¢ho byla sestavena kalibra¢ni kiivka s pfisluSnou rovnici linearni regrese. Pouzité

koncentrace BSA byly 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg-ml™.

Do jamek mikrotitrani desticky bylo napipetovano 45 pl destilované vody, 5 pl
vzorku/standardu/vody a 200 ul Bradfordova cinidla. Reak¢éni smés byla 5 min

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

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

mol-1*? methanol; 0,5 mol-1? kyselina fosfore¢na. Pied pouzitim zfedéno destilovanou

vodou Vv poméru 1:4.
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3.1.7 Stanoveni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy

Ze 3-aminopropionaldehydu (APAL) Vv reakci katalyzované
aminoaldehyddehydrogenasou (AMADH) vznika B-alanin za soucasné redukce NAD"
na NADH. K méfeni aktivity AMADH byl pouzit Warburgliv opticky test zalozeny na
detekei vzniklého NADH pii vinové délce 340 nm (e = 6220 1:mol™-cm™) (Sebela et al.,
2000).

Aktivita byla zméfena v mikrodestickovém readeru PowerWave XS. Do jamky byl
dle Tab. 2 pipetovan Tris-HCI pufr (pH 9), koenzym NAD®, rostlinny extrakt, 0,2
mol-1" HCI a na zavér APAL pro zahdjeni reakce. Aktivita byla mé&fena jako nartist

absorbance pti 340 nm po dobu 11 min a 30 °C.

Tab. 2 Slozky reak¢ni smési pro stanoveni aktivity AMADH.

Poucité roztoky Koncentrace zasobniho roztoku  Pipetovany objem [ul]
Tris-HCI pufr (pH 9) 150 mmol-1™ 155
NAD" 20 mmol-1* 10
Rostlinny extrakt - 15
HCI (v ptipadé blanku) 0,2 mol-I* 10
APAL 20 mmol-1™* v 0,2 mol-1"* HCI 10
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3.1.8 Stanoveni aktivity diaminoxidasy

Pti katabolismu diaminu putrescinu za katalyzy diaminoxidasy (DAO) vznika APAL
a peroxid vodiku, ktery je vyuzivan pro oxidaci guajakolu peroxidasou za vzniku
zlutohnédého produktu 3,3’-dimethoxyfenyl-4,4"-bifenochinonu, ktery je detekovan
spektrofotometricky jako nariist absorbance pii  vlnové délce 436 nm
(e =4500 l'mol'l-cm'l). Aktivita byla zmeéfena v mikrodestiCkovém readeru
PowerWave XS. Do jamky byla dle Tab. 3 pipetovana reak¢éni smés slozena z 15 ml
0,1 mol-I"* K-fosfatového pufru (pH 7), 250 pl 35 mmol-1™ guajakolu a 250 pl 0,01%
kfenové peroxidasy. Déle byl pfidan rostlinny extrakt a na zaver putrescin pro zahdjeni

reakce. Aktivita byla méfena jako nartst absorbance pii 436 nm po dobu 5 min a 30 °C.

Tab. 3 Slozky reakéni smési pro stanoveni aktivity DAO.

Pouiité roztoky Koncentrace zasobniho Pipetovany objem [ul]
roztoku
Reakéni smés - 155
Rostlinny extrakt - 15
Putrescin 87,5 mmol-1* 5
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3.1.9 Detekce aminoaldehyddehydrogenasy metodou Western blot

Metoda Western blot je imunochemickd detekce specifického proteinu ve smeési
proteinti. Tato metoda vyuziva gelovou elektroforézu k separaci proteini dle jejich
molekulové hmotnosti a nasledné pfeneseni proteinti z gelu na membranu, na jejimz

povrchu je hledany protein detekovan s vyuzitim specifickych protilatek.

Priprava vzorki:

Jednotlivé extrakty z kotfene hrachu setého (kap. 3.1.5) byly smichany v poméru 3:1
s 4x koncentrovanym Laemmliho vzorkovacim pufrem. Poté prob¢hla inkubace vzorkt
Vv termobloku po dobu 10 min pii 95 °C. Takto ptfipravené vzorky byly ochlazeny
anasledné pouzity pro naneseni na polyakrylamidovy gel, kde bylo do kazdé jamky

pipetovano po 15 ul vzorku.

Laemmliho vzorkovaci pufr: 40% glycerol, 240 mmol-1"* Tris-HCI (pH 6,8), 8% SDS,
0,04% bromfenolova modf, 5% beta-merkaptoethanol

Separace proteinu:

Elektroforeticka separace proteini ze vzorku prob¢hla v zaostfovacim a nasledné
délicim polyakrylamidovém gelu pfipraveném dle Tab. 4. Separace probihala pfiblizné
20 min pfi napéti 120 V a poté bylo napéti zvySeno na 180-200 V.

Tab. 4 Piiprava zaostfovaciho a déliciho polyakrylamidového gelu pro skla s mezerniky

0,75 mm. Rozpis je uveden pro 4 gely. AA/BIS akrylamid/bisakrylamid, SDS dodecylsiran
sodny, APS persiran amonny, TEMED tetramethylethylendiamin.

Gel H,O AA/BIS (T Pufr* 10% (w/v) TEMED  APS
[ml] 30%, C 2,67%) [mI] SDS [ml] [mI] **[ml]
[mi]
4% 6,1 1,3 2,5 0,1 0,01 0,1
zaostfovaci
10% délici 8,2 6,6 5 0,2 0,02 0,2

* Pro zaostiovaci gel byl pouzit 1,5 mol-1" Tris-HCI, pH 8.8. Pro d&lici gel byl pouzit
0,5 mmol-1" Tris-HCI, pH 6,8.

** Pridavkem 10% APS byla zahajena polymerace.
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Pienos proteini na membranu:

Separované proteiny po SDS elektroforéze byly pieneseny z gelu na nitrocelulosovou
membranu metodou semi-dry blotting. Membrana a silngjsi filtra¢ni papiry (8,5 x 7 cm)
byly namoceny do blotovaciho pufru. Na spodni (anoda) a horni kazetu (katoda) byly
poskladany vrstvy v pofadi: filtraéni papir — membrana — gel — filtra¢ni papir.
Po odstranéni ptipadnych bublin valeCckem byl zahajen ptfenos za konstantniho proudu
190 mA po dobu 2 h. Poté byla membrana promyta vodou a obarvena Ponceau S pro
oveéfeni spravného pifenosu proteinli na membranu. Membréana byla pfenesena na 1 h do
blokovaciho roztoku pro AMADH, tj. do 5% suSeného mléka v TTBS pufru. Po
blokovani byla membrdna pfenesena do roztoku primarni krali¢i anti-AMADH1
protilatky zfedéné 5% susenym mlékem v TTBS pufru v poméru 1:1500. Inkubace
probihala pfes noc za stalého tfepani pii 4 °C. Druhy den byla membrana 4x promyta po
15 min v TTBS pufru. Nésledn¢ byla membrana ptenesena do roztoku sekundarni
anti-krali¢i protilatky znaCené alkalickou fosfatasou a zfedéné 5% suSenym mlékem
v TTBS pufru v poméru 1:2500. Inkubace probihala 2 h za stalého téepani pii 25 °C.
Membrana byla opét 4x promyta po 15 min TTBS pufrem. Pro detekci AMADH byla
membrana inkubovana v 10 ml barviciho roztoku chromogenniho substratu NBT-BCIP
az do vyvinuti tmavé fialovych bandii. Nasledné¢ byla membrana promyta vodou,
ususena a vyfocena detekénim zatizenim BIO-RAD. Intenzita banda byla vyhodnocena

V programu ImageJ.

PouzZité roztoky:

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

methanol

Blokovaci roztok: 5% susené mléko v TBS pufru

TBS pufr (pH 7,5): 20 mmol-1?* Tris-HCI; 0,5 mmol-1™ NaCl

TTBS pufr: 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™* MgCly; 100 mmol-1™ NaCl

NBT roztok: 10% (w/v) NBT v 70% (v/v) N, N -dimethylformamidu (DMF)
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BCIP roztok: 5% (w/v) NBT v 100% (v/v) DMF

3.1.10 Histochemicka detekce reaktivnich forem dusiku s vyuzitim

fluorescencni sondy

Detekce NO byla provedena pomoci fluorescencni sondy
4-amino-5-methylamino-2¢,7¢-difluorofluorescein diacetaitu (DAF-FM DA). Sonda
prochdzi bunéénou membrinou do bunky, kde je vnitrobunéénymi esterasami
deacetylovana na DAF-FM. DAF-FM reaguje s NO za vzniku vysoce fluorescen¢niho
triazofluoresceinu (DAF-FM T).

Apikédlni ¢ast postranniho kofene byla na podloznim sklicku inkubovéana
s 20 pmol-1"* DAF-FM DA po dobu 1 min. Po odsati roztoku byl kofen vzdy 3x promyt
destilovanou vodou a ponechan v kapce 50% glycerolu. Takto obarveny kotfen byl
sledovan pomoci mikroskopu Olympus BX 50 pii zvétSeni 100x s vyuzitim vhodnych
fluorescenénich filtri (Aexe - 495 nm, Aem - 515 nm pro sondu DAF-FM DA) (Kojima et
al., 1999).

20 uM DAF-FM DA: 4 ul zasobniho 5 mmol-1* DAF-FM DA v DMSO, 996 pl
10 mmol-1"* Tris-HCI pufru (pH 7,4)
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo ovéfeni, zda mulze byt aktivita
aminoaldehyddehydrogenasy a diaminoxidasy, klicovych enzymi katabolismu
polyaminti, regulovana posttranslacni modifikaci - S-nitrosylaci. Studie vlivu donort
NO na enzymovou aktivitu byly realizovany s vyuzitim rekombinantnich proteind
PSAMADH1 a PSAMADH2 a vyizolovaného enzymu z hrachu setého s DAO aktivitou
a s extrakty z kofenové a nadzemni ¢asti hrachu setého. Vedle testovani ptimého vlivu
NO uvolnéného z pouzitych donori na aktivitu enzymiit AMADH a DAO, byl studovan
efekt aplikace donori NO do ristového média 7dennich semenackti hrachu setého.
Enzymova aktivita byla stanovena po 'z, 1, 2, 4 a 24h aplikaci donori NO
ke kofenovému systému, a to jak v kofenové, tak v nadzemni ¢asti rostliny. Ve studii
byly pouzity dva genotypy hrachu setého: P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum
cv. Twinset lisici se odolnosti vuc¢i patogenim. Byly testovany 3 typy donort NO:
GSNO, SNP a SNAP.

4.1 Predikce moZnosti S-nitrosylace

Jako prvni byla provedena bioinformaticka analyza predikce moznosti S-nitrosylace
enzymii PSAMADH1, PsAMADH2 a PsDAO pomoci 3 rlznych programi:
GPS-SNO1.0 (Xue et al., 2010; Kovacs a Lindermayr, 2013), iSNO-PseAAC
a ISNO-AAPair (Xu et al., 2013). V Tab. 5 jsou uvedeny pozice cysteini ve struktuie
PSAMADH1 a PSAMADH2 a vygenerované vysledky predikce mista S-nitrosylace.
Z publikace Tylichova et al. (2010) byly do tabulky doplnény typy domén V ramci
struktury PSAMADH1/2, ve kterych se nachazeji cysteiny s predikovanou moznosti
S-nitrosylace.
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Tab. 5 Predikce moznosti S-nitrosylace hrachové aminoaldehyddehydrogenasy (PSAMADH).
Pro predikci byly pouzity ptislusné sekvence isoenzymi PSAMADH1 a PSAMADH2 uvedené
ve FASTA formatu z publikace Tylichova et al., 2010.

PsAMADH1 PSAMADH?2
ol .ol .= ol .ol .= *Typ domény
100 X X 100 X vazajici koenzym
117 X 117 X vazajici koenzym
180 X X 180 X X vazajici koenzym
194 194 vazajici koenzym
201 X 201 vazajici koenzym
286 X 286 X katalyticka
294 **x | 294 katalyticka
331 X 331 X katalyticka
348 katalyticka
400 X katalyticka
433 433 X X katalyticka
449 449 katalyticka
453 X vazajici koenzym

*Typ domény uveden dle Tylichova et al. 2010
**Cys294 se nachazi v aktivnim misté enzymu (Kopecny et al., 2011)

U isoenzymu PSAMADHL1 byla nalezena predikce S-nitrosylace vice nez dvéma
programy u Cys100, Cys180 a Cys348, u PSAMADH2 u Cys100, Cys180 a Cys433.
U isoenzymu PSAMADHY1 byla dle programu iSNO-AAPair predikovana S-nitrosylace
Cys294, ktery je lokalizovan v aktivnim misté enzymu a jeho pfipadna posttranslacni
modifikace by mohla hrat dilezitou roli v regulaci enzymové aktivity (Kopec¢ny et al.,
2011). S vyuzitim programu EzMol byly vyznaceny pozice Cys ve struktufe obou
isoenzymt PSAMADH (Obr. 24 a 25).
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Obr. 24 Struktura podjednotky PSAMADHL s vyznacenymi piitomnymi cysteiny (Cervend
barva). Zlutou barvou je znazornén C294 v aktivnim misté. Vygenerovano v programu EzMol

(Reynolds et al., 2018). Krystalova struktura PSAMADH1 v rozliseni 2,4 A, pdb3IWK
(Tylichova et al., 2010).

Obr. 25 Struktura podjednotky PSAMADH2 s vyznaCenymi piitomnymi cysteiny (Cervena
barva). Zlutou barvou je znazornén C294 v aktivnim misté. Vygenerovano v programu EzMol.

(Reynolds et al., 2018). Krystalova struktura PSAMADH2 v rozliseni 2,4 A, pdb3IWJ
(Tylichova et al., 2010).
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Na zaklad¢ znamé struktury isoenzymii PSAMADH1 a PSAMADH?2 je ziejmé, ze
cysteiny v jejich struktufe jsou lokalizovany v katalytické nebo koenzym vazajici
doméné (Tylichova et al., 2010). Ve struktuie PSAMADHI1 se nachazi celkem 11
cysteint, ve struktufe PSAMADH2 celkem 12 cysteini. Vysokd pravdépodobnost
S-nitrosylace PSAMADH1 predikovana vSemi testovanymi programy je u cysteinu
Vv poloze 348, ktery se nachazi v katalytické doméné. U tohoto isoenzymu dle programu
ISNO-AAPair lze predpokladat rovnéz S-nitrosylaci cysteinu v poloze 294 zapojeného
do reak¢niho mechanismu. U isoenzymu PSAMADH?2 je dle programu iISNO-PseAAC
a ISNO-AAPair shodné predikovana S-nitrosylace u cysteinu v poloze 100 a 180
v doméné vazajici koenzym, podobné¢ jako v ptipadé PSAMADHY1, a déle v katalytické

doméné u cysteinu v poloze 433.

Bionformaticka analyza byla analogicky provedena také pro PSDAO (Kumar et al.,
1996). V Tab. 6 jsou uvedeny cysteiny ve struktufe PSDAO a vygenerované vysledky
predikce mista S-nitrosylace.

Tab. 6 Predikce moznosti S-nitrosylace hrachové diaminoxidasy (PsDAO). Pro predikci byla
pouzita sekvence PsDAO uvedena ve FASTA formatu z publikace Kumar et al., 1996.

PsDAO

, 9 O | L x
& 123/83|2¢

0z 128 |2%
137
158 X
319 X
345
647
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Ve struktuie enzymu PSDAO se nachazi celkem 5 cysteint. Pouze dle programu
ISNO-AAPair je predikovana S-nitrosylace cysteinu v poloze 158, 345 a 647.
Dle programu iSNO-PseAAC byla nalezena predikce jen u Cys v poloze 319 a program
GPS-SNO1.0 nevygeneroval predikci zadnou. S vyuzitim programu EzMol byly
vyznaceny pozice Cys ve struktufe PSDAO (Obr. 26). Pozice Cys 137 a 158 piipadné
319 a 345 ve struktufe PSDAO umoziuje tvorbu disulfidickych mustkd. Cys v poloze
647 se nachdzi na konci primarni struktury a je lokalizovan mimo aktivni misto enzymu.
Na zaklad¢ pozice Cys nelze piedpokladat regulaci PSDAO aktivity S-nitrosylaci
(Kumar et al., 1996).

Obr. 26 Struktura podjednotky PSDAQ s vyznaenymi piitomnymi cysteiny (Cervena barva).
Vygenerovano v programu EzMol. (Reynolds et al., 2018). Krystalova struktura PSDAO
v rozliseni 2,2 A, pdb1KSI (Kumar et al., 1996).
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4.2 VIiv donori NO na aktivitu diaminoxidasy

Pro studium vlivu donortt NO na aktivitu diaminoxidasy byl pouzit enzym PSDAO
vyizolovany z hrachu setého doc. M. Petiivalskym (specificka aktivita PSDAO 11,6
nkat-mg™ proteinu). Enzym byl pro nasledujici experimenty 10x zieddn. Aktivita
enzymu byla stanovena v ¢asech 0,1; 0,5; 1; 2 a 4 h po aplikaci donoru NO. Inkubace
donorit NO s PSDAO byla realizovana pii 4 °C a 25 °C. Jako donor NO byl pouzit
GSNO, SNP a SNAP o 1 mmol-1* koncentraci. NaObr. 27 je uvedeno grafické
znazornéni vlivu donortt NO na aktivitu PSDAO Vv pribéhu 4 h inkubace enzymu

s donory NO pfi teploté 4 °C (vztazeno ke kontrolnimu vzorku bez donoru NO).

1,2

mSNP @GSNO OSNAP
1,0 - —

0,8 - -

0,6 - -

04 - -

0,2 - —

PsDAO aktivita [rel. jednotky]

0,0 -
0,1 0,5 1 2 4

Cas [h]

Obr. 27 Vliv donort NO na aktivitu PSDAO v zavislosti na dobé inkubace enzymu s donory NO
pti 4 °C. Pouzity 1 mmol-1™" roztoky SNP, GSNO a SNAP. Relativni jednotky - aktivita PSDAO
po inkubaci enzymu s donory NO vztazena ke kontrolnimu vzorku pro dany ¢asovy interval.
Specificka aktivita PSDAO 11,6 nkat-mg™ proteinu. Experiment byl realizovan v technickém
triplikatu.
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Z vysledkl na Obr. 27 je zfejmé, ze nebyl detekovan vliv donort NO, GSNO a SNP,
v prubéhu 4 h inkubace pii teploté 4 °C na aktivitu PSDAO. Pouze v ptipadé aplikace
SNAP po 4 h inkubaci byla zaznamenana slaba inhibice (cca 15%). Negativni efekt
zvySené koncentrace NO na PSDAO aktivitu byl ovéifen realizaci experimentu pii 1,5h
inkubaci enzymu s 1 mmol-1? donory NO (GSNO, SNP, SNAP) pti 25 °C (Obr. 28),
kdy bylo prokazano cca 2x intenzivngj$i uvolnéni NO z ptislusnych donorl ve srovnani
srealizaci experimentu pii 4 °C (nepublikované vysledky dr. J. Sekaninova). Tyto
vysledky koreluji s pfedpokladanou velmi nizkou pravdépodobnosti ovlivnéni aktivity

PSDAO S-nitrosylaci na zdkladé¢ predikénich programli a pozice Cys ve struktufe

enzymu (Tab. 6, Obr. 26) (Kumar et al., 1996).

1,0

0,8 - —

0,6 - —

04 - -

0,2 - —

PsDAO aktivita [rel. jednotky]

0,0 -

SNP GSNO SNAP
Donory NO

Obr. 28 Vliv donortt NO na aktivitu PSDAO po 1,5h inkubaci pii 25 °C. Pouzity 1 mmol-1*
donory SNP, GSNO a SNAP. Relativni jednotky - aktivita PSDAO po inkubaci enzymu
s donory NO vztazena ke kontrolnimu vzorku. Specificka aktivita PSDAO 11,6 nkat-mg”
proteinu. Experiment realizovan v technickém triplikatu.
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4.3 Vliv donori NO na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy

4.3.1 VIiv koncentrace donora NO

Pro studium vlivu donortt NO na aktivitu AMADH byly pouzity rekombinantni
isoenzymy PSAMADH1 a PSAMADH?2 piipravené dr. T. Tichou (specificka aktivita
PSAMADH1 5,1 nkat-mg™ proteinu, PSAMADH2 6,0 nkat-mg™ proteinu). Pro vlastni
experimenty byly enzymy 5x zfedény. Byl testovan vliv tif donortt NO, tj. GSNO, SNP
a SNAP v koncentraci 0,1; 1 a 10 mmol-1". Aktivita AMADH byla stanovena po 1,5h
inkubaci s donory NO pii 25 °C. Na Obr. 29 je uveden vliv donori NO o ruzné
koncentraci na aktivitu PSAMADH1 a PSAMADH?2.
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Obr. 29 Vliv koncentrace donorit NO na aktivitu PSAMADH1 a PSAMADH2. Pouzity 0,1, 1 a
10 mmol-1* roztoky SNP, GSNO a SNAP. Relativni jednotky - aktivita PSAMADH1 a
PSAMADH2 po 1,5 h inkubaci enzymu sdonory NO pii 25 °C, ktera je vztazena ke
kontrolnimu vzorku inkubovaného bez donoru NO. Specificka aktivita PSAMADH1 5,1
nkat-mg™ proteinu, PSAMADH2 6,0 nkat-mg™ proteinu. Experimenty byly realizovany
v technickém triplikatu, pouze v ptipadé koncentrace 1 mmol-1" GSNO a SNP v biologickém
triplikatu (uvedeny smérodatné odchylky). Testovani 10 mmol-1" koncentrace SNAP nebylo
z duvodu nedostate¢ného mnozstvi donoru NO realizovano (%).
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Zvysena koncentrace NO po aplikaci donortit NO k isoenzymim PSAMADH méla
inhibi¢ni efekt na aktivitu enzymu. V pfipadé PSAMADH v porovnani s PsSDAO byla
predikovana vyssi pravdépodobnost S-nitrosylace cysteinti ve struktufe enzymu, kterd
muze nasledné ovlivnit aktivitu enzymu (Obr. 24 a 25), coz koreluje s vysledky
uvedenymi v Tab. 5, prokazujici jednozna¢né inhibi¢ni efekt NO u PSAMADH1
a PSAMADH?2. Nejsilngjsi inhibi¢ni u¢inek vykazovaly u obou iSoenzymti donory NO
GSNO a SNAP. SNP mél inhibi¢ni efekt az pii aplikaci 10 mmol-1?* koncentrace.
Vysledky koreluji s praci Floryszak-Wieczorek et al. (2006), kde bylo zaznamenano
rychlejsi uvolnéni NO ze SNAP a GSNO oproti SNP o stejné koncentraci 0,5 mmol-1*
(Obr. 16). U SNP dochazi k pomalému uvoliiovani NO, zatimco u GSNO a SNAP
se NO uvoliuje témeét okamzité, jak je zfejmé také z poloCasu rozpadu pfislusného
donoru NO (Floryszak-Wieczorek et al., 2006). Stejny kineticky efekt je potvrzen také
v praci Semchuk et al. (2011) (Obr. 18), kde byla detekovana po 1 h pisobeni donoru
GSNO (1 mmol-1") 5x vyssi schopnost uvolnéni NO v porovnani s donorem SNP
(1 mmol-1™). Rozdilna schopnost uvoliiovat NO z jednotlivych donord byla potvrzena
i za podminek experimenti realizovanych v bakalatské praci, tzn. ve 150 mmol-1™*
Tris/HCI pufru, pH 9 (nepublikované vysledky dr. J. Sekaninova). Nejintenzivnéjsi
NO byla zaznamenana v pfipadé SNAP a cca 10x niz8i pii pouziti SNP. Odlisné
schopnosti donorit NO uvoliiovat NO jsou dany hlavné rozdilnou chemickou strukturou
danych latek, coZz bylo prokazano v praci Bradley a Steinert (2015) pomoci

mikrosenzoru citlivych na NO.

Zvysujici se koncentrace donord NO (Obr. 29) méla vyrazny inhibi¢ni efekt
na aktivitu PSAMADH. Aplikace 0,1 mmol-1™* koncentrace GSNO zpiisobila pouze cca
20% inhibici, aplikace 1 mmol-1? koncentrace jiz cca 55% a 10 mmol-1? koncentrace
cca 80-95%.

4.3.2 Vliv doby inkubace donori NO

Pro testovani vlivu doby inkubace s donory NO na aktivitu PSAMADH byl zvolen
donor GSNO a jeho efekt byl testovan na isoenzymu PSAMADH?2 (specificka aktivita
6,0 nkat-mg™ proteinu). V souladu s vysledky uvedenymi Vv praci Semchuk et al.
(2011), kde bylo detekovano v priubéhu 16 h postupné uvoliiovani NO z GSNO, byl
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v piipadé PSAMADH2 zaznamenan v prab&hu 4 h inkubace s1 mmol-I* GSNO
(pti 25 °C) prohlubujici se inhibi¢ni efekt na aktivitu enzymu (Obr. 30). Po 30 min
inkubace byla detekovana cca 15% inhibice apo 4 h inkubace cca 70% inhibice
PSAMADH?2 aktivity.

Enzym PSAMADH neni pfili§ teplotné stabilni. V disledku realizace experimentu
pii teploté¢ 25 °C byl detekovan pokles aktivity i v kontrolnich vzorcich (po 4 h az
0 80%). Inhibi¢ni efekt NO byl vztazen vzdy k aktivit4t AMADH v daném Ccase.
Ptitomnost donoru NO vyznamné pfispivala k poklesu aktivity s naristajici dobou

inkubace (Obr. 30).
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Obr. 30 VIiv GSNO na aktivitu PSAMADH?2 v zavislosti na dob¢ inkubace enzymu s GSNO pfi
25 °C. Pouzit 1 mmolI" roztok GSNO. Relativni jednotky u vnitiniho grafu - aktivita
PSAMADH?2 po inkubaci enzymu s GSNO vztazena ke kontrolnimu vzorku pro dany ¢asovy
interval. Specificka aktivita PSAMADH2 6,0 nkat-mg™ proteinu. Experiment byl realizovan
Vv technickém triplikatu.
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4.3.3 Vliv aplikace donori NO na aktivitu

aminoaldehyddehydrogenasy v extraktech hrachu setého

Efekt donori na aktivitu PSAMADH byl testovan vedle Cistych enzymovych preparatt
i na redlnych vzorcich, tzn. na rostlinnych extraktech. Byl studovan vliv donort NO,
(GSNO a SNP o 1 mmolI* koncentraci) na aktivitu PSAMADH v extraktech
pfipravenych z kofenové a nadzemni ¢asti 7dennich semenackt hrachu setého.
Vzhledem K teplotni nestabilité rostlinnych extrakti probihala inkubace s donory vzdy
pii 4 °C. Aktivita AMADH byla méfena v Casech 0,1; 0,5; 1; 2; 4 h. Extrakty byly
piipraveny ze dvou kultivari hrachu setého, liSicich se odolnosti vici patogentim, tj.
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset. Na Obr. 31 jsou porovnany zmény
aktivity PSAMADH v kofenové ¢asti studovanych kultivart v pribéhu 4 h po aplikaci
GSNO a SNP.

U extraktli z kofenové 1 nadzemni ¢asti obou genotypii hrachu byla zaznamenana
inhibice aktivity PSAMADH (Obr. 31 a 32). Inhibi¢ni efekt NO uvolnéného z donort
byl vétsi v kofenové ¢asti v porovnani s ¢asti nadzemni. Po aplikaci donort NO
K rostlinnym extraktim Ize pozorovat rozdilny efekt pisobeni GSNO a SNP
V porovnani s experimenty s vyizolovanymi enzymy, kde donor GSNO mél vétsi a
rychlejsi inhibi¢ni ucinek Vv porovnani se SNP (Obr. 29). U extrakti z kofenl byla
zaznamenana piiblizné 40% resp. 50% inhibice AMADH aktivity jiz kratce po inkubaci
(0,1 h) se SNP u P.sativum cv. Kudrnag, resp. P.sativum cv. Twinset (Obr. 31 (a, b)).
Pti pouziti donoru GSNO po 0,1 h inkubaci byla zaznamenana pouze 20-30% inhibice
AMADH aktivity. Inhibi¢ni G¢inek SNP se s prodluzovanim doby inkubace zvySoval.
Po 4 h inkubace rostlinnych extrakti se SNP byla pozorovana 60-80% inhibice
AMADH aktivity. V piipadé aplikace GSNO se inhibi¢ni u¢inek vyznamné neménil
(20-30% inhibice).

U extrakti z nadzemni ¢asti byla po 0,1h inkubaci se SNP zaznamenana ptiblizné
35% inhibice aktivity AMADH u obou kultivarii, zatimco inkubace s GSNO zpiisobila
pouze cca 10-15% inhibici (Obr. 32). Po 4 h inkubace se SNP byla u P.sativum cv.
Kudma¢ pozorovana cca 48% inhibice AMADH aktivity, zatimco u P.sativum cv.
Twinset byl detekovan nizsi inhibi¢ni G¢inek (cca 20 %) (Obr. 32 (a, b)). Delsi doba
inkubace GSNO s extrakty neméla vliv na inhibi¢ni efekt tohoto donoru a po 4h
inkubaci GSNO s rostlinnymi extrakty byl inhibi¢ni efekt stale 10-15%.
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Obr. 31 VIiv GSNO a SNP na aktivitu AMADH v extraktech z kofenové ¢asti (a) P. sativum cv.
Kudrnag, (b) P. sativum cv. Twinset v pribéhu 4 h po aplikaci GSNO a SNP pii 4 °C. Pouzity
1 mmol 1" roztoky GSNO a SNP. Relativni jednotky u vnitiniho grafu - aktivita AMADH po
inkubaci enzymu s GSNO/SNP vztazena ke kontrolnimu vzorku pro dany ¢asovy interval.
Specificka aktivita AMADH P. sativum cv. Kudrma¢ 0,32 nkat.mg™ proteinu, P. sativum cv.
Twinset 0,35 nkat.mg™ proteinu. Experiment byl realizovan v technickém triplikatu.
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Obr. 32 Vliv GSNO a SNP na aktivitu AMADH v extraktech z nadzemni ¢asti (a) P. sativum
cv. Kudrnag, (b) P. sativum cv. Twinset v prabéhu 4 h po aplikaci GSNO a SNP pii 4 °C.
Pouzity 1 mmol-I* roztoky GSNO a SNP. Relativni jednotky u vnitiniho grafu - aktivita
AMADH po inkubaci enzymu s GSNO/SNP vztazena ke kontrolnimu vzorku pro dany ¢asovy
interval. Specifickd aktivita AMADH P. sativum cv. Kudrna¢ 0,20 nkat-mg™ proteinu, P.
sativum cv. Twinset 0,24 nkat-mg™ proteinu. Experiment byl realizovan v technickém triplikatu.
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Pii porovnani vlivu NO na aktivitu AMADH vV extraktech studovanych dvou
kultivard hrachu setého byl detekovan vétsi inhibi¢ni i¢inek GSNO i SNP v extraktech
ptipravenych z kofenové ¢asti P.sativum cv. Twinset. Je zajimavé, Zze naopak vétsi
inhibi¢ni efekt byl detekovan po aplikaci SNP k extraktim z nadzemni ¢asti P.sativum
cv. Kudrnac. Pouze v piipadé aplikace SNP byl detekovan zvysujici se inhibi¢ni uc¢inek
s dobou inkubace donoru NO s extrakty. Zavérem lze konstatovat, ze podobné jako
v experimentech s pfipravenymi Cistymi enzymy je i aktivita AMADH vV rostlinnych
extraktech vyznamn¢ inhibovana v disledku uvolnéni NO po aplikaci donorid GSNO a
SNP. Rozdilny efekt GSNO a SNP miize byt ovlivnén slozenim extraktli, a to napf.
pritomnosti redukujicich sloucenin, fady dalSich proteinti, které mohou interagovat
sNO apod. a rovnéz rozdilnou schopnosti (intenzita a dynamika) uvolfiovat NO

(Floryszak-Wieczorek et al., 2006, Semchuk et al., 2011).

Aktivita enzymu miize byt ovlivnéna nejen S-nitrosylaci, ale 1 dal§imi modifikacemi
thiolové skupiny (Obr. 8), (Hancock a Neill, 2019). Muze dojit k oxidaci,
glutathionylaci, S-persulfidaci ¢i vzniku disulfidu reakci s jinymi thioly. Jelikoz se
Vv burice tvoii mimo NO také ROS, muze dojit k jejich interakci za vzniku ONOO’, ktery
zpusobuje nitraci tyrosinu V enzymové struktute. Tato modifikace je ireverzibilni oproti
S-nitrosylaci. Zda modifikace thiolové skupiny cysteinu AMADH, napi. S-nitrosylaci
nebo oxidaci, ovlivni aktivitu enzymu, lze ovéfit experimenty s redukujicimi

slou¢eninami jako je dithiotreitol (DTT) nebo glutathion (GSH).

4.3.3.1 Porovnani vlivu glutathionu a dithiotreitolu na aktivitu

aminoaldehyddehydrogenasy

Vliv redukénich ¢inidel GSH a DTT byl testovan na isoenzymech PSAMADH1
a PSAMADH2. Inkubace s roztokem GSH o koncentraci 0,1; 1 a 10 mmol-1* probihala
1,5 h pti 25 °C. S roztokem DTT o koncentraci 1 a 10 mmol-I" probihala inkubace
10 min pti 25 °C. Na Obr. 33 je porovnan vliv GSH a DTT na aktivitu iSoenzymu

Vv zavislosti na jejich koncentraci.
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Obr. 33 Vliv GSH a DTT na aktivitu PSAMADH1 (vlevo) a PSAMADH2 (vpravo). Pouzit 0,1,
1 a 10 mmol-1™" roztok GSH nebo 1 a 10 mmol-1* roztok DTT. Relativni jednotky - aktivita
PSAMADH1 a PSAMADH2 po 1,5 h inkubaci enzymu s GSH a 10 min s DTT pti 25 °C
vztazena ke kontrolnimu vzorku. Specificka aktivita PSAMADH1 5,1 nkat-mg® proteinu,
PSAMADH?2 6,0 nkat-mg™ proteinu. Experiment byl realizovan v technickém triplikatu.

Z Obr. 33 je zifejmé, ze byla detekovana zvySena aktivita PSAMADH po inkubaci
enzymu s DTT ¢i GSH. Aktivita obou isoenzymt se vyrazné zvySovala S rostouci
koncentraci GSH nebo DTT. Vyznamny rozdil mezi iSoenzymy pozorujeme pii pouZiti
10 mmol-1"* koncentrace GSH nebo DTT, kdy doslo aZ k trojndsobnému zvyseni
aktivity PSAMADH1 oproti kontrolnimu vzorku. U PSAMADH2 byl narast aktivity
maximalné dvojnasobny. Tyto vysledky poukazuji na skute¢nost, ze klicové —SH
skupiny cysteini ve struktufe AMADH mohou byt u pfipravenych iSoenzymu
PSAMADH1 a PsAMADH2 casteéné oxidovany. V disledku vyznamné zvysSené
aktivity po aplikaci 10 mmol-I* DTT i GSH u PSAMADH1, Ize piedpokladat vyssi

intenzitu oxidace —SH skupin cysteint tohoto isoenzymu v porovnani s PSAMADH2.

4.3.3.2 Vliv dithiotreitolu na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy

Pro studium vlivu DTT na aktivitu AMADH byly pouzity isoenzymy PSAMADH1
a PSAMADH?2. Byl testovan vliv roztoku DTT o 1 a 10 mmol-1™ koncentraci na aktivitu
enzymu bez donoru NO a enzymu inkubovaného s donorem NO po dobu 10 a 30 min.
Jako donor NO byly pouzity 1 mmol-1"* roztoky GSNO a SNP. Doba inkubace enzymu
s donorem byla 1,5 h pii 25 °C (Obr. 34).
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Obr. 34 Vliv DTT na aktivitu isoenzymu (a) PSAMADH1, (b) PSAMADH2 po 1,5 h inkubace
s donorem & bez donoru NO pfi 25 °C. Byla pouzita 1 a 10 mmol-1™" koncentrace roztoku DTT,
inkubace probihala 10 a 30 min pfi 25 °C. Byl pouzit 1 mmol-1™* roztok donoru GSNO/SNP.
Relativni jednotky - aktivita PSAMADH1 a PSAMADH2 po 1,5h inkubaci enzymu s donory
NO a 10/30 min sDTT pii 25 °C vztazena ke kontrolnimu vzorku. Specificka aktivita
PSAMADH1 5,1 nkat'mg™ proteinu, PSAMADH2 6,0 nkat-mg” proteinu. Experiment byl
realizovan v technickém triplikatu.
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Porovnani efektu doby inkubace isoenzymi PSAMADH s DTT o 1 a 10 mmol-1™
koncentraci na jejich aktivitu (Obr. 34), potvrzuje jiz vySe zminénou rozdilnou intenzitu
oxidace -SH skupin cysteinu u jednotlivych isoenzymt. U PSAMADH2 bylo dosazeno
zdvojnasobeni aktivity po 30 min inkubace s 1 mmol-I* DTT (Obr. 34 (b)), avsak
zvyseni koncentrace DTT a doba jeho aplikace neméla jiz zvySujici se efekt na aktivitu.
Naopak, v ptipadé PSAMADHI po prodlouzeni doby piisobeni 10 mmol-1" DTT, doslo
k dalsimu navySeni enzymové aktivity (Obr. 34 (a)). V disledku vyznamné zvySené
aktivity po aplikaci 10 mmol-1* DTT i GSH u PSAMADHI Ize predpokladat vyssi

intenzitu oxidace —SH skupin cysteind.

Po aplikaci DTT kenzymu po 1,5h inkubaci s GSNO bylo detekovano zvySeni
AMADH aktivity. V piipad¢ aplikace SNP jako donoru NO byl detekovan inhibi¢ni
efekt za danych podminek pouze u PSAMADH2 (Obr. 34 (b)). U obou isoenzymd,
po nasledné aplikaci DTT k enzymu po inkubaci se SNP, nebylo dosazeno stejného
zvySeni aktivity AMADH, jako u enzymu bez inkubace se SNP. Koncentrace DTT
adoba inkubace byly zfejm& nedostatetné pro plnou redukci oxidovanych

a S-nitrosylovanych —SH skupin cysteinll ve struktufe PSAMADH.

Pro ovéfeni inhibi¢niho efektu GSNO byl realizovan experiment s DTT
v modifikovaném uspotadani. Isoenzymy PSAMADH byly vystaveny 30 min pasobeni
DTT, poté byly nizkomolekularni latky (vcetné nadbytku DTT) odstranény gelovou
chromatografii na komerénich kolonkach Micro Bio-Spin (Bio-Rad). Takto oSetfeny
enzym byl inkubovan 1,5 h s GSNO. Paraleln¢ byly provedeny kontrolni experimenty,
kdy misto DTT bylo pfiddno k enzymovému roztoku odpovidajici mnozstvi pufru

(Obr. 35).
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Obr. 35 Vliv DTT na aktivitu isoenzymu PSAMADH1 a PSAMADH2 po 30min inkubaci
s DTT, chromatografii na kolonkach Micro Bio-Spin a 1,5h inkubaci s GSNO p#i 25 °C. Byl
pouzit 1 mmol-1" roztok donoru GSNO. Relativni jednotky - aktivita PSAMADH1 a
PSAMADH2 po 30min inkubaci s DTT a po 1,5h inkubaci enzymu s donory NO vztazena ke
kontrolnimu vzorku. Specificka aktivita PSAMADH1 4,3 nkat-mg'1 proteinu, PSAMADH2 4,9
nkat-mg™ proteinu. Experiment byl realizovan v technickém triplikatu.

Ve vySe popsaném experimentu byl opét potvrzen inhibi¢ni ucinek GSNO, kdy
u obou isoenzymii byla snizena aktivita AMADH o cca 25 % (Obr. 35). Po aplikaci
DTT byla vyznamné zvySena aktivita PSAMADHL1 v porovnani s PSAMADH2, coz
potvrzuje jiz prokazany vyssi stupen oxidace —SH skupin cysteinu u PSAMADHL.
U obou enzymii byla opét po aplikaci GSNO k enzymu po oSetieni s DTT detekovana
cca 25% inhibice (Obr. 35).

4.4 Vliv donortd NO na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy

po aplikaci do ristového media
V ramci této studie byl testovan vliv donortt NO na aktivitu AMADH po jejich aplikaci
pfimo do rlstového média (Hoaglandova roztoku) 7dennich semenackt hrachu
P.sativum cv. Kudrna¢ a P.sativum cv. Twinset (in vivo experiment). Inkubace
probihala v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 2; 4 a 24 h vroztocich GSNO a SNP

0 koncentraci 1 mmol-1"* p#i 25 °C.

4.4.1 Produkce NO

Pro studium produkce NO byly pouzity apikalni ¢asti postrannich kofenti 7dennich
semenackd hrachu P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset, které byly oSetifeny
1 mmol-1* roztoky GSNO a SNP v casovych intervalech Y4, %5, 1, 2, 4 a 24 h pti 25°C.
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Intenzita produkce NO byla detekovana s vyuzitim fluorescenéni sondy DAF-FM DA
(Obr. 36).

a)
Kontrola GSNO SNP

4 h 2h 1h 30 min 15 min

24 h

64



b)

Kontrola

4 h 2h 1h 30 min 15 min

24 h

Obr. 36 Histochemicka detekce NO pomoci fluorescen¢ni sondy DAF-FM DA v kofenovych
Spickach (a) P.sativum cv. Kudrna¢, (b) P.sativum cv. Twinset. Rostliny byly inkubovany
v 1 mmol 1™ roztocich GSNO a SNP. V Gasovych intervalech Y4, %, 1, 2, 4 a 24 h pii 25 °C byly
odebrany apikalni ¢asti postrannich kofenti. ZvétSeni mikroskopu 100x. Experiment byl
proveden v biologickém triplikatu.

Intenzita fluorescencniho signalu, detekujici pfitomnost NO, byla zaznamenana
nejznatelngji u kofenti oSetfenych donorem GSNO. U P.sativum cv. Kudrnaé
se produkce NO s c¢asem zvySovala (Obr. 36 (a)). Po 1 h od aplikace GSNO
do rustového média byla detekovana vyznamné zvySena hladina NO, po 4 a 24 h
inkubace s GSNO byl detekovan nejintenzivngjsi fluorescencni signal (Obr. 36 (a)).
U P.sativum cv. Twinset byla detekovana intenzivnéjsi fluorescence dfive, nez
u P.sativum cv. Kudrmag, a to jiz po 30 min inkubace rostlin s GSNO ((Obr. 36 (b)).

Po 2 h byl zaznamendn pokles fluorescence a po 4 h opét zvySeni. Nejveétsi intenzita
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fluorescence byla vSak detekovana po 24 h inkubace s GSNO. V piipadé donoru SNP

nebyly rozdily ve fluorescencnim signalu pfili§ znatelné (Obr. 36 (b)).

Vysoka hladina NO detekovana v kofenech hrachu setého 24 h po aplikaci donorti
NO bude ziejm¢ souviset s aktivaci obrannych mechanismu spojené s aktivaci produkce

NO rostlinou (Semchuk et al., 2011, Seabra a Oliveira, 2016).

4.4.2 Vliv donora NO na aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy

po aplikaci do ristového média

Ke kofenovému systému 7dennich semenafkd hrachu, P.sativum cv. Kudrna¢
a P.sativum cv. Twinset, byly aplikovany do Hoaglandova roztoku donory NO (GSNO,
SNP) a GSH o koncentraci 1 mmol-1?, ato v Casovych intervalech 0,5; 1; 2 a 4 h pfi
25 °C. Aktivita AMADH byla stanovena v extraktech z kotfenové a nadzemni ¢asti.
Na Obr. 37 jsou uvedeny aktivity AMADH stanovené v danych ¢asovych intervalech

u kontrolnich rostlin nevystavenych piisobeni donort NO.
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Obr. 37 Stanoveni aktivity AMADH v kontrolnich vzorcich (a) kofenové, (b) nadzemni ¢asti
7dennich semenackt P.sativum cv. Kudrna¢ a P.sativum cv. Twinset. Vzorky rostlin byly
odebirany v ¢asovych intervalech 0; 0,5; 1; 2 a 4 h inkubace v rastovém médiu. Experiment byl
realizovan v technickém triplikatu.

Aktivita AMADH se v kofenové ¢asti kontrolnich rostlin hrachu setého u obou
kultivari v prubéhu experimentu vyznamné snizila (Obr. 37 (a)). Po 4 h inkubace
Vv ristovém médiu bylo zaznamenano 30% snizeni aktivity AMADH a po 24 h 40%
pokles v porovnani s aktivitou AMADH stanovenou v extraktech kofent pti zahajeni
experimentu. V nadzemni Casti bylo detekovano 15-20% snizeni aktivity AMADH az
po 24 h (Obr. 37 (b)). Otazkou je, zda pokles aktivit AMADH je fyziologicky v ramci
vyvoje rostliny nebo zda se projevil vliv zmény prostiedi v disledku ptenosu rostlin

z fytotronu do laboratoie, ve které byl realizovéan vlastni experiment.

Na Obr. 38 jsou znazornény zmény aktivity AMADH po aplikaci donord NO
(GSNO, SNP) a GSH do rtstového média po vztazeni k aktivitam AMADH

V kontrolnich rostlinach.
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Obr. 38 Orienta¢ni stanoveni vlivu aplikace GSNO, SNP a GSH do rustového média na aktivitu
AMADH v (a) kofenové, (b) nadzemni ¢asti 7dennich semenackd P. sativum cv. Kudrnadé
a P. sativum cv. Twinset. Byly pouZity roztoky GSNO, SNP a GSH o 1 mmol-1™ koncentraci.
Vzorky rostlin byly odebirany v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 2 a 4 h po aplikaci testovanych
latek do rustového média. Relativni jednotky - aktivita PSAMADH vztazena ke kontrolnimu
vzorku v daném ¢asovém intervalu (rostliny péstované pouze v rastovém médiu). Experiment
byl realizovan v technickém triplikatu.
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Realizace experimentu, kdy donory NO byly aplikovany k ristovému médiu,
ve kterém byly péstovany 7denni semenacky, potvrdily inhibi¢ni efekt donord NO
na aktivitu AMADH (Obr. 38). Lze konstatovat, ze inhibi¢ni efekt NO na aktivitu
AMADH byl vyznamné vys$si v kofenové Casti v porovnani s nadzemni Casti, a to
uobou kultivari hrachu setého. Byl detekovan vétsi inhibi¢ni ucinek na aktivitu
enzymu pii aplikaci donoru SNP v porovnani s GSNO, podobné jako v experimentu,
kdy byly aplikovany donory NO k jiz pfipravenym extraktiim z hrachu setého, coz je
opacny efekt oproti piisobeni donort na ¢isty enzym PSAMADH1 a 2 (Obr. 29).

U kotentd P.sativum cv. Kudrna¢ byla zaznamenana 35% inhibice aktivity AMADH
jiz po 0,5 h inkubace s GSNO (Obr. 38 (a)). Poté se inhibi¢ni efekt snizoval a po 4 h byl
pouze 20 %. Inkubace se SNP postupné prohlubovala inhibi¢ni efekt. Po 0,5 h byla
detekovana 40% a po 4 h 60% inhibice aktivity AMADH. U kofent P.sativum cv.
Twinset byla zaznamenana 30% inhibice aktivity AMADH s postupnym prohlubovanim
inhibice na 40 % po 2 h. Poté, podobné jako u kultivaru Kudrnag, byl detekovan snizeny
inhibi¢ni efekt GSNO, pouze 25% inhibice AMADH. Inkubace se SNP zpisobila
u kotent P.sativum cv. Twinset po 0,5 h 60% inhibici, ktera byla po 4 h prohloubena az
na 80 %. U kotenovych ¢asti obou genotypt byla detekovana inhibice aktivity AMADH
po aplikaci GSH, a to v rozmezi 10 — 25 %.

Aktivita AMADH v nadzemnich ¢astech hrachu byla inhibovana zejména
po inkubaci s donorem SNP (Obr. 38 (b)). U P.sativum cv. Kudrna¢ byla zaznamenana
konstantni 50% inhibice aktivity AMADH. U P.sativum cv. Twinset doslo k 20%
inhibici aktivity AMADH. Pii inkubaci s donorem GSNO byl zaznamenan u obou
genotypll minimalni vliv donoru na aktivitu AMADH. Po 0,5 h pasobeni GSH na

nadzemni ¢ast P.sativum cv. Twinset doslo k 20% zvySeni aktivity AMADH.

4.4.3 Western blot

AMADH byla detekovana metodou Western blot dle metodiky Lindermayr et al.
(2005). Kofenové casti 7dennich semenackd hrachu setého (P. sativum cv. Kudrnaé
a P. sativum cv. Twinset) byly odebirany z kontrolnich rostlin a rostlin vystavenych
pusobeni 1 mmol‘1? roztoki GSNO, SNP a GSH po dobu Y5, 1, 2 a 4 h pii 25 °C.
Na Obr. 39 jsou denzitometricky vyhodnocené intenzity bandli odpovidajicich

proteinlim AMADH v kotfenech hrachu setého.
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Obr. 39 Detekce AMADH metodou Western blot. Kofeny hrachu setého (Pisum sativum cv.
Kudrmag, Pisum sativum cv. Twinset) byly inkubovany s roztoky 1 mmol-1* GSNO, SNP
a GSH. Vzorky byly odebirany v ¢asovych intervalech %, 1, 2 a 4 h po zah4jeni experimentu.
a) imunochemicka detekce PSAMADH na membrané, b) kontrolni vzorky - intenzity bandu
vztazeny k hodnoté detekované v ¢ase 0,5 h — relativni jednotky, ¢) aplikace GSNO, SNP, GSH
(intenzity bandd byly vztaZeny ke kontrolnim vzorkim v daném ¢ase odbéru — relativni
jednotky). K — kontrola. Jednotlivé bandy AMADH byly denzitometricky vyhodnoceny pomoci
programu ImageJ. Experiment byl realizovan v jednom opakovani.
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Minimalni zmény v hladindch proteint AMADH u kontrolnich rostlin v pribéhu
realizace experimentu byly detekovany na zdklad¢ denzitometrického vyhodnoceni
bandi. (Obr. 39 (b). Protoze se jednd pouze o orientacni experiment, ktery nebyl
opakovan, Ize usuzovat, Ze ani po aplikaci donort NO nebo GSH nebyly zaznamenany
vyznamné zmény v obsahu proteint AMADH v kofenové ¢asti rostlin. Zmény intenzity

bandt byly pouze v rozsahu 10-15 % (Obr. 39 (c)).

Uvolnény NO ma v zavislosti na koncentraci pouzit¢ého donoru NO ochranny uc¢inek
(nmol-1*-pmol-1" koncentrace NO) nebo toxicky Gdinek (mmol-1* koncentrace NO)
(Sami et al., 2018). Nadmérna akumulace NO vyvolava v rostlinnych bunkach
nitrosacni stres. Inhibice enzymu AMADH mé za nasledek snizeni produkce kyseliny
y-aminomaselné (GABA), jejiz hlavni roli je kontrolovat rostlinné odpovédi na stres
zahrnujici 1 regulaci produkce NO. GABA vznikd rozkladem polyamint, které jsou
katabolizovany enzymy AMADH a DAO, ¢i z Glu za katalyzy glutamatdekarboxylasy
(EC 4.1.1.15). Pii stresovych odpovédich hraje dulezitou roli také signalizace
fytohormonil prostiednictvim zmén v metabolismu Glu, kterd je regulovana produkci

NO a ROS (Podlesakova et al., 2019).

Regulace aktivity S-nitrosylaci byla jiz detekovana u fady enzyma zapojenych
Vv obrannych reakcich rostlin, jako je napt. NADPH oxidasa, APX, nebo GSNOR (Yun
et al., 2011, Begara-Morales et al., 2014, Guerra et al., 2016). Ve studii Ortega-Galisteo
et al. (2012) byla u hrachu setého prokazana regulace S-nitrosylaci u kli¢ovych
peroxisomalnich enzymi zajistujici metabolismus H,O, — katalasy a glykolatoxidasy.
V bakaléaiské praci se podafilo prokazat inhibi¢ni efekt donord NO na aktivitu
AMADH. Na zédklad¢ nepiimych dikazl lze pfedpokladat, Ze se jedna o regulaci
S-nitrosylaci. V soucasné dob& jsou vnavaznosti na vysledky bakalaiské prace
realizovany experimenty, umoziujici potvrdit tento zplsob regulace aktivity AMADH
aptimo detekovat pozice Cys, které jsou S-nitrosylovany. Jednd se o metodu

biotin-switch v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
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5 ZAVER

V teoretické cCasti bakaldiské prace byla vypracovdna literarni reSerSe zaméiena
nareaktivni formy kysliku a dusiku a jejich role vregulaci aktivity proteini
posttranslaénimi modifikacemi. Déle byly charakterizovany enzymy metabolismu
polyamini (tj. aminoaldehyddehydrogenasy a diaminoxidasy) a jejich zapojeni

vV mechanismu obrannych reakci rostlin.

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byl studovan vliv donort NO na aktivitu
enzymu katabolismu polyaminit — aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH)
a diaminoxidasy (DAO) realizovany na rekombinantnich enzymech PSAMADH1
a PSAMADH?2, vyizolovaném enzymu PSDAO a extraktech z kofenové a nadzemni
¢asti hrachu setého Pisum sativum cv. Kudrna¢ a Pisum sativum cv. Twinset liSici se

odolnosti vii¢i patogentim.
Z provedenych experimenti 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

1. V piipadé DAO nebyl prokazan vliv donortt NO na aktivitu enzymu.

2. V korelaci s predikéni studii byl prokazan vliv donort NO na aktivitu
PSAMADH, a to jak u rekombinantnich enzymu, tak v realnych vzorcich
(extrakty rostlin). Jedna se o inhibi¢ni efekt.

3. Donor GSNO mél na aktivitu rekombinantnich enzymt PsSAMADH1
a PSAMADH?2 vétsi a rychlejsi inhibi¢ni G¢inek nez SNP. V piipadé redlnych
vzorku (extrakty rostlin) byl pozorovan opacny efekt.

4. Aktivacni efekt DTT a GSH poukazuje na oxidaci -SH skupiny Cys v aktivnim
mist¢ rekombinantnich proteint PSAMADH.

5. Experimenty s DTT nepfimo potvrzuji reverzibilni interakci NO s —SH
skupinami Cys PSAMADH.

6. Byl prokazan inhibiéni efekt aplikace donorit NO k ristovému médiu na aktivitu
PSAMADH u 7dennich rostlin hrachu setého.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABAL

ALDH

AMADH

AO

APAL

APX

BST

CAT

CV.

DAF-2 DA

DAF-FM DA

DAF-FM T

DAO

DHAR

EPR

GABA

GBAL

GPX

GR

GSH

GSNO

GSNOR

GSSG

GST

3-aminobutanal
Alkoholdehydrogenasy
Aminoaldehyddehydrogenasa
Aminoxidasa

3-aminopropanal

Askorbatperoxidasa

Metoda znaceni pomoci biotinového piepinace
Katalasa

Kultivar

4 5-diaminofluorescein diacetat
4-amino-5-methylamino-2¢,7¢-difluorofluorescein diacetat
Triazofluorescein

Diaminoxidasa
dehydroaskorbatreduktasa

Elektronova paramagnetick4 rezonance
Kyselina y-aminomaselna
4-guanidinobutyraldehyd
Guajakolperoxidasa
glutathionreduktasa

Glutathion

S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Redukovany stav glutathionu

Glutathion-S-transferasa
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H,DCF DA
Kad

NOS

NR

PA

PAO
PsAMADH
PTM-NO
Put

RNS

ROS
RSNO
SNAP

SNP

SOD

TrxR

XOD

2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat

kadaverin

NO-synthasa

nitratreduktasa

Polyaminy

Polyaminoxidasa

Aminoaldehyddehydrogenasa z hrachu setého (Pisum sativum)
Posttranslacni modifikace zpiisobena oxidem dusnatym
putrescin

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

S-nitrosothiol

S-nitroso-N-acetylpenicilamin

Nitroprussid sodny

superoxiddismutasa

Thioredoxinreduktasa

xanthinoxidoreduktasa
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