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Abstrakt
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prace bylo zjistit, jakym zplisobem ovlivni vyfazeni genu pro superoxiddismutasu 1 s
zeleznym kofaktorem (FSDI) redoxni signalizaci v odpovédi na oxidativni stres.
Redoxni proteomicka analyza odhalila, ze proteiny heat shock protein 70-1 (HSP70-1)
a o-tubulin 4 obsahuji zvySenou abundanci redoxné aktivnich cysteinii po indukci
tvorby superoxidového aniontu pomoci ovlivnéni rostlin divokého typu Arabidopsis
thaliana methyl viologenem (MV) po dobu 30 minut. Analyza miry oxidace proteinu
pomoci tzv. redoxniho posunu proteint potvrdila tyto modifikace a pomohla odhalit
razné oxidaCni stavy. Mutantni rostliny fsdl vykazovaly rozdily v oxidaci vySe
zminénych proteini. FSD1 se tedy muze podilet na redoxni bunécné signalizaci. Druha
Cast prace byla vénovéana proteinu patellin 4 (PATL4), ktery byl dfive pomoci
diferencialni proteomické analyzy identifikovan jako rychle reagujici na oxidativni
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PATL4 byl identifikovan jako protein majici funkci pii obrané rostlin vici
oxidativnimu stresu. PATL4 hraje také roli pfi zakladani a vyvoji stomat.

Kli¢ova slova Arabidopsis thaliana, FSD1, oxidace, oxidativni stres,
patelliny, PATL4, redoxni posttranslacni modifikace,
signalizace, superoxiddismutasy

Pocet stran 103

Pocet priloh 0
Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Bec. Jan Rehak

surname

Title Redox proteomic analysis of signalling functions of
iron superoxide dismutase FSD1 in Arabidopsis
thaliana

Type of thesis Diploma

Department Department of Biotechnology, Faculty of Science,
Palacky University, Olomouc

Supervisor doc. Ing. Tomas§ Taka¢, Ph.D.

The year of presentation 2023

Abstract

Reactive oxygen species (ROS) can be toxic and cause serious cell damage. On the
other hand, their properties allow them to be important signalling molecules involved
in many plant cellular processes and responses to stress conditions. One of the most
important ROS with signalling function is hydrogen peroxide. It is formed by
conversion of the superoxide radical in a reaction catalyzed by superoxide dismutase.
One of the aims of this study was to investigate the influence of iron superoxide
dismutase 1 (FSDI) gene knocking out on redox signalling in response to oxidative
stress. Redox proteomic analysis revealed the increased abundance of redox active
cysteines in heat shock protein 70-1 and a-tubulin 4 after a 30 minutes long methyl
viologen (MV) treatment in wild type plants. The oxidation of both proteins was
validated using a redox protein shift assay, allowing also detection ot their oxidation
states. Arabidopsis fsdl mutants exert different oxidation of these proteins compared
to the wild type. FSD1 may therefore be involved in redox cell signaling. The second
part of the work is focused on patellin 4 (PATL4), which was identified by differential
proteomic analysis as responding rapidly to MV-induced oxidative stress. In vivo
microscopic analysis showed a rapid decrease in the abundance of GFP-PATL4 after
treatment of plants with MV. The pat/4 mutant plants were resistant to MV-induced
oxidative stress. Furthermore, patl4 mutant plants exhibit stomata of significantly
bigger size compared to wild type. They also showed different values of stomatal
density, stomatal index and meristemoid index. PATL4 was identified as a protein
with a function in plant defense against oxidative stress. PATL4 has also a role in
stomatal establishment and development.

Keywords Arabidopsis thaliana, FSDI1, oxidation, oxidative
stress, redox  posttranslational = modifications,
superoxide dismutases

Number of pages 103

Number of appendices 0

Language Czech



UVOD ...ttt ettt et bt ettt et et eb ettt sa e ebebe b s s s st saea 1
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......ooevvuumreamcnemmcnianeneanenenenes 2
2.1  Reaktivni formy kysliku (ROS) ...cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 2
2.1.1  Produkce ROS v chloroplastech .......c...cccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 3
2.1.2  Produkce ROS indukovana methyl viologenem ............cccccecevvviiiincnnnnn. 5
2.1.3  Mechanismus pisobeni MV .........cccoceviiiiiiiiiniiiiniiciiceiee e 6
2.2 Antioxidadni obrana roSthin ..........ccecueeiererienieieeieneeie e 6
2.2.1  Superoxiddismutasy v rostlinach ...........cccccoooiiiiiinn, 8
2.3 Signalizace pomoci ROS.....c.cccoiiiiiiiiiiiii e 14
2.3.1  Vnéjsi ROS SigNaliZace.......ccceeireeuiririiiiiiiiiiiiiic st 14
2.3.2  Vnitini ROS S1gNAliZACE......ccuerueriieeieieiieeecie et 15
2.3.3  Meziorganelova signaliZace ..........coceeeveevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
2.4  Redox a oxidativni modifikace proteinli zpiisobené ROS.............c.cceeiiiininn. 18
2.4.1  Reaktivita cysteini a nachylnost k oXidaci..........cceevveviniiiicniiinninnne. 18
2.4.2  Modifikace cysteini pomoci ROS a RNS.........cocooiiiiii 19
2.4.3  Redoxni biologie v pribéhu stresovych podminek v chloroplastech ....... 22
2.4.4  Redoxni regulace transkripénich faktorQ .........cccccceevviiininiiiniincicnne. 23
2.5 Redox proteomické metody a metody detekce redoxnich modifikaci proteind
25
2.5.1  Metody detekce zalozené na gelove separaci ..........cccceeevveveveniniecneennnne. 25
2.5.2  Metody zalozené na afinitni chromatografii ..........ccceceviniiiiiiniiiininnn, 29
2.5.3  Metody bez geloVE SEPArace ..........ccceevuevuiiiiiiiriiiiieiie e 30
2.6  Patelliny a jejich funkce u rOStlin.........ccoeviiiiiiiiiiiiinii e, 35
261 UVOG.oooooiooesiees et 35
2.6.2  Secl4 s doménou GOLD — Patelliny .........ccccceeeveeieniiiniiinniiinnninniennns 35
EXPERIMENTALNIT CAST ..ot ssesioses e 40
3.1  Biologicky material ........c.ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 40
3.2 PHStroje @ POMUCKY ....eoeerieiieriieitiei e 40
3.3 ChemIKAIIE....c.uiiieieeieiie ettt s e e 41
3.4 ROztoky a jejich SIOZENI .....cceruivuieeiiiiieiciciiic e 44
3.5 MELOAY e eueeieeiie ettt e e 45
3.5.1 Piiprava kultivacnich meédii .........ccceceriiiniiiiiiiiiiiiiiiiice, 45
3.5.2  Povrchova sterilizace semen A. thaliana ...................ccccoooeevueieiinniieniens 46
3.5.3  Invitro kultivace rostlin A. thaliana ...................cccccoovvvinviiininnniinnieninns 46

3.5.4  OVIVNENT TOSTHN MV oottt ettt ee e e e e e veaeseseseseseaessaaaeaes 46



5

O o0 3 N

3.5.5 Redoxni proteomicka analyza...........cccceeevviiiiiiiiiiininiiiiiiiieciec 47

3.5.6  Bioinformaticka predikce redoxné aktivnich cysteinU..........c..ccceeueeuenene. 48
3.5.7 Homogenizace a extrakce proteinu pro redoxni posun proteint............... 49
3.5.8  Imunoblotova analyzZa ........cceceerierieeriiniienie e 50
3.5.9  Invivo konfokalni miKroSkopie .........cccceceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciecec 51
3.5.10  Genotypova ANAlYZa .....cccccovereerueeienieniieiiiiecie ettt 52
3.5.11 Fenotypova analyza patl4 mutantnich rostlin...........cccoceeiviiiiinnnnnnnn. 53
3.5.12 Mikroskopicka analyza praducht parl4 mutantnich rostlin...................... 54
VY SLEDKY ..ooooiioriiermeiesssessseessseessssesessesssssesssse s s s sessesessesesssvosnns 55
4.1  Redox proteomicka analyza ........c.cccceveviiiiiiiiiniiniiiiiiiiiie i 55
4.2 Optimalizace metody redoxniho posunu proteint.............cceeverveirenieirennnnn 56
4.3 Analyza oxidacnich stavll o-tubulinu..........ccecevivininininiiiiiiiie e, 58
4.4  Analyza oxidacnich stavli HSP70 ......cccocooviiiiniiiiiiiiiiiiciicce e 61
4.5  Analyza oxidacnich stavli katalas.........cccceceeveeieiieiiiniiiiniiiniii 64
4.6  Mikroskopicka analyza GFP-PATL4 po navozeni oxidativniho stresu........... 66
4.7  Genotypova analyza patl4 mutantnich rostlin.........c.cccecvviiiiniiiniiinnnnn. 68
4.8  Fenotypova analyza mutantQ pat/4 po vystaveni oxidativnimu stresu............. 70
4.9  Fenotypova analyza pruduchti u mutantnich rostlin patl4 ...............ccccccoee. 72
DISKUSE ... oottt et et sttt et et et se ettt eaaesaaesaaeaeene s 74
5.1  VIiv FSD1 na redoxni modifikace.........cccceevueeriiniiiniiiiiiiiiiecie e 74
5.2 Oxidace cysteinovych zbytkt a-tubulinu se méni po ovlivnéni MV ............... 75
5.3  Oxidativni stres snizil abundanct GFP-PATLA ..........ccccoeiiiiiiiiinniiiiiiinn 76
5.4  Mutantni rostliny patl4 jsou odolnéjsi vici oxidativnimu Stresu............c.c.c.... 77
ZAVER ..ot 79
LITERATURA ... .ottt ettt sttt et e sttt e e e s saaesasenn s 80
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......ovumrireieenierienesenieseseesesieseseseses oo 94



CILE PRACE
TEORETICKA CAST PRACE
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e Reaktivni formy kysliku (ROS) a ROS signalizace;

e Redox modifikace proteint;

e Redox proteomické metody a metody detekce redox modifikaci proteint;
e Superoxiddismutasy u rostlin;

e Patelliny a jejich role u rostlin.
PRAKTICKA CAST PRACE

e Extrakce, zahusténi a Sté€peni proteind s oxidovanym cysteinem u divokého typu
a fsdl mutanta Arabidopsis thaliana;

e Bioinformatické vyhodnoceni redox proteomu;

e Validace proteomickych dat pomoci fenotypovacich, biochemickych a

mikroskopickych metod.



1 UVOD

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou redukované ¢i excitované formy kysliku.
V rostlinach jsou hojné produkovany v pribéhu bunécného metabolismu, nebo
pusobenim stresovych faktord. Pfili§ vysoké hladiny ROS mohou zptsobit rozsahla
poskozeni ireverzibilni oxidaci bilkovin, peroxidaci lipidd ¢i naruSenim struktury
nukleovych kyselin. Nicméné, diky jejich vlastnostem, jako jsou schopnost difundovat
membranami, velikost, reaktivita a poloCas rozpadu, maji ROS vyznamnou roli
v bunécné signalizaci v reakci na stresové podminky prostiedi (Mittler ef al., 2022). Na
zakladé téchto poznatki je ziejmé, ze hladina ROS musi byt velmi striktné
kontrolovana, aby nedoSlo k rozsdhlym bunéfnym poskozenim az k bunécné smrti

(Petrov et al., 2015).

Aby mohly rostliny regulovat hladiny ROS, vyvinuly si velmi efektivni
antioxidani obranu, ktera se bézné rozd€luje na enzymatickou a neenzymatickou.
Riazné druhy ROS jsou specificky odbouravany riznymi antioxidacnimu enzymy Ci
nizkomolekularnimi antioxidanty (Dvofak er al., 2021b). V této diplomové praci se
zamétfujeme na superoxiddismutasu s zeleznym kofaktorem 1 (FSD1), ktera odbourava
superoxidovy aniont (O27) na méné reaktivni peroxid vodiku (H20-) a kyslik (O2; Gill a
Tuteja, 2010). H2O> se povazuje za efektivni signalni molekulu, ktera dokaze
prostfednictvim redoxnich posttranslacnich modifikaci proteinti prenaset signal. Nasim
zamérem v této praci bylo zjistit, zda FSD1 ma vliv na redoxni signalizaci v prabéhu

oxidativniho stresu indukovaném methyl viologenem (MV).

Souvislost s oxidativnim stresem ma 1 protein patellin 4 (PATL4).
V diferencialni proteomické analyze byl PATL4 identifikovan jako rychle reagujici na
oxidativni stres indukovany MV u Arabidopsis thaliana (Melicher et al., 2023). PATL4
patii do rodiny proteint, ktera se fadi mezi transférové proteiny prenasejici
fosfatidylinositoly na plasmatické membrané (Peterman et al., 2004; Tejos et al., 2018).
Druhym ukolem predlozené diplomové prace bylo zjistit funkci PATL4 pfi oxidativnim

stresu indukovaném MV.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Reaktivni formy kysliku (ROS)

vees

vysokymi hodnotami pfenosu elektronti a energie (Waszczak et al, 2018). Tyto
pochody nasledné vedou k vytvareni reaktivnich forem kysliku (ROS). Vznikaji bud’
pfijetim elektronu nebo energie molekulou O, a proto ROS vykazuji vyssi reaktivitu.
V rostlinch se rozlisuji &tyfi nejdilezit&jsi ROS, a to singletovy kyslik (102), peroxid
vodiku (H203), superoxidovy aniont (O27) a hydroxylovy radikal (HO'; Foyer a Hanke,
2022). Jednotlivé formy se od sebe navzajem odlisuji poloCasem rozpadu, kdy nejkratsi
ma HO' a nejdelsi '0,, a také reaktivitou (Obr. 1). Mezi nejreaktivnéjsi se fadi HO.
ROS jsou velmi vSestranné diky svym rozdilnym vlastnostem, které zahrnuji kromé
razné reaktivity, také misto jejich produkce a schopnost prochazet biologickymi
membranami (Waszczak et al, 2018). Ztéchto vlastnosti vyplyva, ze v urCitém
koncentra¢nim rozsahu pusobi ROS jako molekuly, které se mohou ucastnit fady
biologickych procest, a to vyvoje, diferenciaci, signalizaci v reakci na stresové
podminky, redoxni homeostazi, systémové odpoveédi a programované bunécné smrti

(Petrov et al., 2015).

Pro iniciaci specifickych reakci na vyvojové a environmentalni faktory je ROS
signalizace Uzce provazana s mnoha dal§imi sekundarnimi posly (reaktivni formy
dusiku, vapenaté kationty, kyselina abscisova, kyselina jasmonova) a signalnimi
drahami (mitogenem aktivované proteinkinasy; Baxter et al., 2014; Sewelam et al.,

2016).
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3Pego” e e Fe2*/Cu’
'0, 4+ ‘0, % 05" % H,0, AN HO'
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Obrazek 1. Souhmn nejbéznéjsich reaktivnich forem kysliku (ROS) spolecné s jejich
strukturou. Na obrazku lze vidét jejich zplsob vzniku, polocas rozpadu a také reaktivita vici
jinym molekulam. Pfevzato a upraveno od Waszczak et al., 2018.



Kromé vyse uvedenych prospésnych vlastnosti maji ROS 1 nezadouci uc¢inky na
zivé organismy. Jelikoz jsou velmi reaktivni, v nékterych pfipadech mohou vazné
poskozovat biologické membrany lipidovou peroxidaci (Farmer et al., 2013), molekuly
DNA (Srinitas et al., 2019) ¢i nevratné oxidovat proteiny (Checa a Aran, 2022). Tyto
déje nastavaji ve chvili, kdy dochazi k jejich nadmérna akumulace. Aby se témto
negativnim vlivim predeslo, vyvinuly si organismy fadu obrannych mechanismu, které
se bézné rozdeluji na enzymatické (superoxiddismutasy, katalasy, peroxidasy; Dvorak
et al., 2021b) a neenzymatické (askorbova kyselina, karotenoidy, flavonoidy; Das a

Roychoudhury, 2014).

Naopak velmi nizké koncentrace ROS v buiice brani normélnim bunécnym
funkcim a také naruSuji diferenciaci a imunitni reakce rostlin. Z toho vyplyva, ze prili§
vysoké nebo piili§ nizké koncentrace bunéénych ROS negativné ovliviuji rust a vyvoj

rostlin (Mittler, 2017).

2.1.1 Produkce ROS v chloroplastech

Misto produkce ROS v rostlinné burice determinuje jejich biologickou funkci.
Vseobecné se da fict, ze 027, HO a H202 jsou produkovény v takika vSech bunécnych
organelach (Waszczak et al., 2018). Koncentrace a zivotnost se pak odvijeji od slozeni a
dostupnosti antioxidacnich systémt. Hlavnimi bunéénymi organelami, kde se produkuji
ROS, jsou chloroplasty (Pospisil, 2016), mitochondrie (Lambert a Brand, 2009),
peroxisomy (Del Rio a Lopez-Huertas, 2016) a apoplast (Qi et al., 2017).

Produkce chloroplastovych ROS je velmi uzce spojena s fotosyntetickymi
reakcemi zavislymi na svétle, kde zvySujici se mira vytvateni ROS slouzi jako indikator
zmén vnéjSich ¢i vnitfnich podminek, coz mlze nasledné vést k prizpusobeni
metabolickych pochodii (Waszczak et al., 2018). Obecné se da fict, ze existuji dva
hlavni mechanismy, pomoci kterych vznikaji ROS v chloroplastech. Ten prvni sestava
z prenosu energie z excitovaného chlorofylu na molekulu O> (v tripletovém stavu) za
vzniku vysoce reaktivniho 'O». Piijem energie ve fotosystému II (PSII) vede ke vzniku
excitovaného tripletového chlorofylu (°Chl) bud’ ve svétlosbé&mém komplexu nebo
pfimo v reakénim centru PSII. Kvuli zvySujici se délce zivostnosti dokazou tyto
excitované molekuly chlorofylu prenést Cast absorbované energie na molekulu O», a tim
zprostiedkovat vznik 'Oz (Li a Kim, 2021). Cast vyprodukovaného 'O, buiika zhasi

pomoci karotenoidt tim, ze dochazi k jejich oxidaci (Dogra et al., 2018; Obr. 2).



Krom 'Oz vznika ve PSII také O,". Vznika redukci Oz pomoci jednoho elektronu
na stran¢ akceptorové casti PSII (Pospisil, 2016). Jako donory elektronu zde figuruji
feofytin, plastosemichinony (Yadav et al., 2014) a plastochinon (Pospis$il 2004). H>O>
vznika jednoelektronovou redukci Oz~ a dvouelektronovou oxidaci vody. Tvorba H2O>
jednoelektronovou redukci O> probiha pomoci enzymatické dismutace nebo je
zprostiedkovana plastosemichinonem (Prasad et al., 2015). Z H2O> mize vzniknout HOr
jednoelektronovou redukci, a to bud’ na akceptorové, ¢i donorové strané¢ PSII. Bylo
prokéazano, ze tvorba HO' jednoelektronovou redukci H>O> je zabezpecovana volnym

zelezem, respektive nehemovym zelezem (Fentonova reakce; Pospisil, 2004; Obr. 2).

Druhym mechanismem je pfimy pfenos elektroni na molekulu O, ze kterého
nasledné vznikd O>". Hlavnimi faktory, které rozhoduji o tom, zda k této reakci dojde,

jsou zivotnost redukovanych kofaktori a jejich dostupnost (Li a Kim, 2021). Tato
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Obrazek 2. Metabolismus reaktivnich forem kysliku v chloroplastech. Po absorpci svételné
energie dojde pfeméné chlorofylu (Chl) na singletovy chlorofyl (‘Chl). Cast této energie se
muze vyzafit v podobé tepla nebo fluorescence. Dalsi moZnosti je spontanni rozpad 'Chl,
jehoz vysledkem je tripletovy chlorofyl (*Chl). *Chl dokaZe prenést absorbovanou energie na
molekulu kysliku (0,) za vzniku singletového kysliku ('O.). Energie je pienesena do
fotosystému II (PSII), kde rovnéz muze vznikat 'O,. Mimo 'O, muze ve PSII vznikat také
peroxid vodiku (H»0,) a superoxidovy aniont (O,”) dvouelektronovou oxidaci vody.
Fotosystém I (PSI) se také podili na procesu produkce a detoxikace O»~ a H,O,. Elektronovy
akceptor PSI ferredoxin (Fd)-NADP* oxidoreduktaza (FNR) prenasi elektrony z ferredoxinu
na NADP* za vzniku NADPH. Aby se PSII udrzel v ¢asteéné oxidované formé za podminek,
FNR prenasi elektron na O,, ¢imz vznika O>°, ktery je dale pfeménén na H>O, pomoci
superoxiddismutasy (SOD). Askorbat peroxidazy (APX) pfispivaji k odstranovani H»O,.
Hydroxylovy radikal (OH’) vznika prostfednictvim Fentonovy reakce interakci H»O; s
redukovanymi ionty pfechodnych kovu, jako jsou Fe** a Cu*. Pfevzato a upraveno od Li a
Kim, 2021.



reakce muze byt akcelerovana v dobé, kdy je nedostatek elektronovych akceptord. Za
béznych podminek feredoxin-NADP" oxidoreduktasa (FNR) prenasi elektron na
NADP* (oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat) za vzniku NADPH
(redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat). Ve chvili, kdy dochazi k nadmérné
redukci elektrontransportniho fetézce, FNR prenasi elektron na O», aby zachovala PSII
v Castecné oxidované formé (Li a Kim, 2021). Oz je v co nejkratsi dob& pfeménén na
méné reaktivni H»O,. Tato reakce je zprostfedkovana jak enzymaticky, a to
prostiednictvim superoxiddismutas (Dvorak er al., 2021a), tak muaze probihat i
spontanng. I kdyz je H2O2 méné reaktivni v porovnani s ostatnimi ROS, tak ve vysokych
koncentracich mize byt taktéz pro buriky toxicky. Z tohoto divodu je detoxifikovan
pomoci askorbatperoxidas (APX), které jsou soucasti askorbat-glutathionového cyklu.
Tyto APX jsou bud’ asociovany s thylakoidnimi membranami, nebo mohou byt volné
ulozeny ve stromé (Apel a Hirt, 2004). Vysoce abundantni 2-Cys peroxiredoxiny jsou
také zapojeny do detoxifikace H2O: v ptitomnosti thioredoxini (Trx) a NADPH
dependentnich thioredoxin reduktas (NTRC; Dietz et al., 2002).

2.1.2 Produkce ROS indukovana methyl viologenem

Methyl viologen (N, N'-dimethyl-4,4"-bipyridinium dichlorid; MV), znamy taktéz jako
paraquat, je velmi Uc¢inny, neselektivni herbicid indukujici produkci ROS u rostlin. MV
je ve svéte hojné pouzivanym herbicidem, prostiednictvim kterého jsou kontrolovany
traviny rostouci béhem péstovani dilezitych plodin (Hawkes, 2014). V Evropské unii je
vSak od roku 2007 zakazdn. MV je kationtové povahy slozeny ze dvou pyridinovych
kruht, kazdy z nich obsahuje kvartérni amin, a tim i 2+ naboj. Chemikalie zalozené na
bipyridiniu vykazuji velice rychly pfijem rostlinami, z ¢ehoz vyplyva jejich vysoka
efektivita i za destivych podminek. Rychly vysousSeci uc¢inek po aplikaci a omezeny
pohyb v pletivech znamenaji, ze pfi cilené aplikaci vykazuje bezpecnost pro plodiny

(Hawkes, 2014).

Ackoli je vétSina jinych herbicidi pasivné transportovana pies membrany jako
neutralni molekuly, transport pozitivné nabitého MV je nezvykly. Studie zkoumajici
mechanismus transportu odhalily dva hlavni zpisoby. MV mize byt transportovan
pomoci ABC (ATP binding cassette) transportérti, velkych membranovych proteint,
které vyuzivaji ATP (adenosintrifosfat) k aktivnimu transportu (Xi et al., 2012), nebo
pomoci malych antiportérovych proteint, jez vymériuji protony za jiné nabité molekuly

prostfednictvim elektrochemického gradientu (Yerushalmi ez al., 1995).
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2.1.3 Mechanismus plisobeni MV

MYV pusobi hlavné v chloroplastech. Toxicita se projevuje tim, Ze katalyzuje na svétle
zavisly elektronovy pfenos z PSI na molekulu O». Diky jeho redoxnimu potencialu -446
mV dokaze velmi efektivné odebirat elektrony. Pfijetim jednoho elektronu se
z dvojmocného kationtu (MV?*) stava redukovany kationtovy radikal (MV*). Tato
reakce pravdépodobné probiha ve PSI. Nicméné piesné misto, ze kterého MV™ odebira
elektrony, neni doposud jasné (Hawkes, 2014). Kratce po vzniku je MV™ oxidovan
pomoci molekuly O a vznikd O". Témito reakcemi dochazi k regeneraci MV?**, ktery
muze byt nasledné opét redukovan na MV™ a takto opakovat cely cyklus vzniku O>~
(Babbs et al., 1989). Vysledna velmi rychla produkce O>~ indukovana MV prekona
endogenni obranné mechanismy a vede k fadé bunécnych poskozeni (Hawkes, 2014).
Dal§imi chemickymi reakcemi se ze O~ mohou stat dalsi typy ROS, a to H>O2 nebo

HO- (Babbs et al., 1989).

MYV ovliviiuje nespocet biologickych procest v rostlinach. ROS vyvolané MV
vyznamné ovliviiuji fotosyntézu, coz vede k oxidaci proteinu D1 PSII (Krieger-Liszkay
et al., 2011) nebo k inhibici translace proteinu D1 (Nishiyama et al., 2006). Navic,
posléze vznikajici HoO» muaze poskodit komplex uvolnujici vodu PSII (Song et al.,
2006) a tim 1 redukovat maximalni fotochemickou vytéznost toho komplexu (Fv/Fm;
Krieger-Liszkay et al., 2011). Posléze vzniklé HO' velmi snadno dokazou reagovat
s nenasycenymi mastnymi kyselinami, coz mize zpusobit vazna poskozeni bunécnych
membran. Poskozeni bunécnych membran miize mit za nasledek uvolnéni chlorofylu ¢i

dokonce bunécnou smrt (Suntres, 2002; Chen a Dickman, 2004).

Kromé€ zmén na urovni proteini, MV zpusobuje zmény i na urovni genove
exprese. Han et al. (2014) zjistili, ze MV ovliviiuje expresi 2258 gend, z ¢ehoz 818
meélo zvySenou expresi a 1440 snizenou expresi. ZvySena exprese byla pozorovana
hlavné u gent koduyjicich antioxidac¢ni enzymy (askorbatperoxidasa 4, vétSina isoforem
superoxiddismutas, 2-Cys peroxiredoxiny). Z transkripcnich faktor jsou pozitivné

regulovany predev§im zastupci MYB, MYC, WRKY (Han et al., 2014).

2.2 Antioxida¢ni obrana rostlin
Rostlinné bunky produkuji ROS i za fyziologickych podminek. Drtiva vét§ina ROS je
metabolizovana antioxidacnimi enzymy, které jsou lokalizovany v pfislusnych

organelach. Rovnovaha mezi produkci a detoxikaci ROS muze byt naruSena riznymi



abiotickymi a biotickymi stresy (Sharma er al., 2012) a musi byt udrzovéana, aby
nedoslo k poskozeni bunécnych struktur. Bunécné antioxidanty se b&zné€ rozdéluji na
dvé zéakladni skupiny: antioxida¢ni enzymy, jako jsou superoxiddismutasa (SOD),
askorbatperoxidasa (APX), katalasa (CAT), dehydroaskorbatreduktasa (DHAR),
monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR), glutathionreduktasy (GR) a peroxiredoxiny
(Prx), a neenzymatické antioxidanty, jako jsou askorbat (ASC), glutathion (GSH), a-
tokoferol a karotenoidy (Farooq et al., 2019). Superoxiddismutasam je vénovana cela

jedna kapitola této prace.

CAT jsou enzymy zodpovédné za detoxikaci HO» (Tuzet et al., 2019). CAT
jako homotetramerni proteiny obsahujici zelezo katalyzuji rozklad H>O> na H>O a Oo.
Obecné se enzymy CAT déli na monofunk¢ni (dismutacni) a bifunkéni (dismutacni
a peroxidacni), pficemz druhé jmenované byly identifikovany pouze u prokaryot
a nizSich eukaryot (Mhamdi et al., 2012). V genomu A. thaliana byly identifikovany tfi
geny CATI, CAT2 a CAT3. CAT jsou lokalizovany v peroxisomech (Du et al., 2008)
a hraji dalezitou roli v odpovédi rostlin na nepfiznivé podminky prostiedi. VSechny tfi
isoformy jsou nezbytné pro obrannou reakci vuci oxidativnimu stresu (Zhang et al.,
2020). CAT]1 se ucastni obrannych reakci na stres ze sucha a z nadmérného zasoleni
(Xing et al., 2007), zatimco CAT?2 hraje tlohu v reakci rostlin na tepelny (nizké
i vysoké teploty) stres a stres vyvolany tézkymi kovy (Corpas a Barroso, 2017; Ono et
al., 2021). Posledni zastupce této skupiny, CAT3, participuje v reakci na stres ze sucha
(Zou et al., 2015). Mimo tyto defenzivni tlohy se CAT podileji na prodluzovani kotent
(Yang et al., 2018), vyvoji a senescenci listt (Mhamdi et al., 2010; Zhang et al., 2020)
a na mnoha dal§ich biologickych procesech v rostlinach. Obecné se tedy da fict, ze CAT

jsou rostliné prospésné a jejich uloha je v mnoha pripadech velmi riiznoroda.

Hladiny bunééného H>O> jsou také regulovany prostfednictvim askorbat-
glutathionového cyklu., ktery se sklada ze ¢tyf enzymt (APX, MDHAR, DHAR a GR)
a dvou neenzymatickych antioxidanti (ASC a GSH). APX, ktera je prvnim enzymem
cyklu, detoxikuje H2O> za soucCasného prenosu elektronu z ASC. Vysledkem této reakce
je monodehydroaskorbat (MDHA) a voda (Shigeoka et al., 2002). MDHA je bud’ pfimo
redukovan zpét na ASC pomoci MHDAR, nebo muze podléhat neenzymatické
disproporcionaci na ASC na dehydroaskorbat (DHA). Dalsim krokem cyklu je redukce
DHA na ASC zprostiedkovana DHAR, ktera vyuziva GSH jako reduktant. DHAR tak

pomaha pii regeneraci ASC a hraje dulezitou roli pii udrzovani bunécné zasoby ASC
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(Gallie, 2012). Stejné jako ASC je dulezita i regenerace GSH, ktery je regenerovan z
oxidovanych glutathionovych dimerd (GSSG) pomoci NADPH-dependentni GR (Gill a
Tuteja, 2010). Askorbat-glutathionovy cyklus nejen detoxikuje H2O», ale také prispiva k
udrzeni bunécnych zasob ASC a GSH v raznych bunécnych kompartmentech (Pandey

et al., 2015).

V genomu A. thaliana bylo identifikovano devét raznych gent pro APX. Jsou
lokalizovany v cytosolu (APXI1, APX2, APX6), chloroplastech (stromélni sAPX,
thylakoidni tAPX) a peroxisomech (APX3, APXS; Maruta et al., 2016). APX maji
dilezitou roli pii fotoprotekci bunek (Huang ef al., 2019). Stejné jako CAT maji APX
velmi rozmanitou funkci v obrannych reakcich vici stresovym podminkam. APXI
participuje na reakcich rostlin na tepelny stres, stres ze sucha (Koussevitzky et al.,
2008; Vanderauwera et al., 2011) a pii poranéni rostlinnych pletiv (Maruta et al., 2012).
Uloha APX2 byla prokazana pii stresu z nadmémého osvétleni a vysokych teplot
(Rossel et al., 2005; Suzuki et al., 2013). Navic, cytosolické APX hraji dulezitou roli
béhem stresu znizkych teplot (van Buer er al, 2016). Hraji zasadni roli jako
enzymatické regulatory H>O» jakozto signalizacni molekuly béhem vyvoje rostlin

(Pandey et al., 2017; Chin et al., 2019).

2.2.1 Superoxiddismutasy v rostlinach

Dulezitou soucasti antioxida¢niho systému je superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1).
SOD piedstavuji prvni linii antioxida¢ni obrany. Jejich hlavni reakci je pfeména O2" na
méné reaktivni H>O» a vedlejsi produkt, kterym je molekula O (Foyer a Noctor, 2005).
Pravé touto reakci predchazeji oxidativnimu poSkozeni v bunikach a také snizuji
naslednou produkci HO', ktery se povazuje za nejnebezpecnéjsi a nejreaktivnéjsi ze

vSech ROS (Waszczak et al., 2018).

Radi se do rodiny metalloenzymd, ktera ke své funkci vyzaduje kofaktor v podobé
kovovych ionti. Na zakladé pfitomnosti kovovych kofaktord v jejich aktivnim misté se
v zivych organismech rozlisuji ¢tyfi rizné SOD, a to FeSOD, MnSOD, NiSOD (neni
ptitomna u vyssich rostlin) a Cu/ZnSOD. V genomu A. thaliana byly identifikovany tri
geny FeSOD (FSDI, FSD2 a FSD3), dva MnSOD (MSDI1, MSD2) a tti Cu/ZnSOD
(CSD1, CSD2 a CSD3; Kliebenstein et al., 1998; Pilon er al., 2011; Chen et al., 2022).

FeSOD se povazuje za evolucné nejstarsi SOD. MnSOD je strukturné podobna jako

FeSOD (Bannister et al., 1991). Detailni trojrozmérné struktury ukazuji, ze enzymy

8



FeSOD a MnSOD maji velmi podobnad slozeni wvySSich proteinovych struktur
a vyuzivaji konzervovana rezidua pro vazbu kovu (Perry et al., 2010). Naproti tomu,
Cu/ZnSOD neni strukturné ptibuzna s pfedchozimi dvéma isoformami a lze ji
povazovat za evolu¢né nejmladsi. Cu/ZnSOD se pravdépodobné vyvinula v reakci na
narust Oz v biosfére. Udalost, ktera vyvoji Cu/ZnSOD napomohla, byl fakt, Ze se zelezo
stalo mnohem méné biologicky dostupnym, coz ziejmé vedlo k vyuziti médi jako

kofaktoru (Bowler et al., 1994).

U kazdé SOD je mechanismus katalyzované reakce az na drobné obmény stejny.
Zahrnuje misto v proteinové strukture, které je ohraniceno aminokyselinami s kladnymi
naboji. Vytvareji elektrostaticky naboj, kterym ptitahuji O>” k aktivnimu mistu enzymu.
Prechodny kov ptitomny v aktivnim misté poté provadi pienos jednoho elektronu mezi
dvéma O a ucastni se stfidavych oxidacné/redukénich reakci (Kliebenstein er al.,

1998).

Subcelularni lokalizace jednotlivych isoforem SOD je piizpisobena potfebam
bunéénych kompartmentt. Donedavna jediny zastupce MnSOD, MSD1 u A. thaliana, je
lokalizovan v mitochondriich, kde odbourava O>~ produkovany v elektrontransportnim
fetézci (Kliebenstein et al., 1998; Morgan et al., 2008). Chen et al. (2022)
experimentalné overili existenci MSD2, ktera je lokalizovana v apoplastu. Dle doposud
zjisténych informaci se uvadi, ze enzymy CSD2 a FSD2 jsou lokalizovany v blizkosti
thylakoidni membrany v chloroplastech, kdezto FSD3 je kolokalizovana s
chloroplastovymi nukleoidy a chrani je pfed oxidativnim poskozenim prostfednictvim
tvorby heterodimerniho komplexu s FSD2 (Myouga et al., 2008; Gallie a Chen, 2019).
Dve¢ isoformy SOD, CSD1 a FSD1, vykazuji lokalizaci v cytoplasmé (Kliebenstein ef
al., 1998; Dvorak et al., 2021a). Posledni zastupce CSD, CSD3, je lokalizovan
v peroxisomech (Klienbenstein et al., 1998). V nedavnych studiich bylo navic zjisténo,

ze FSDI je také lokalizovana v jadie a chloroplastové stromé (Dvorak ef al., 2021a).

2.2.1.1 Superoxiddismutasa s zeleznym kofaktorem 1 (FSDI1)

SOD s kovovym kofaktorem zeleza jsou dimerni enzymy skladajici se ze dvou
identickych podjednotek (Bowler er al., 1994). Kromé jiz zminéné lokalizace byla
FSD1 pozorovana pii osmotickém strese v Hechtovych fetézcich a Hechtovém retikulu
plasmolyzovanych bunék, které propojuji bunécnou sténu a stazeny protoplast (Dvorak

et al., 2021a).



Exprese FSDI, abundance a enzymova aktivita je ovlivnéna mnoha faktory,
mezi které se fadi dostupnost zeleznatych (Fe?*; Waters et al., 2012) a méd'natych
kationti (Cu?*; Yamasaki et al., 2009), poté dostupnost dusiku (Mermod et al., 2019)
a sacharosy jakozto zdroje energie pro buriky (Dugas a Bartel, 2008). Exprese FSDI se
zvySuje pii nizké dostupnosti Cu?*, kdezto v piipadé exprese CSDI a CSD2 je trend
opaény. S nizkou koncentraci Cu?* dochazi k poklesu jejich exprese. Naopak pfi
dostatku Cu?" se exprese CSDI a CSD2 zvy$uje, zatimco exprese FSDI klesa na
minimalni aroven (Cohu et al., 2009; Yamasaki et al., 2009). Tyto informace naznacuji,
ze rostlinny systém je timto zplsobem pfipraven reagovat na piipadné vykyvy ci

nedostatky v dostupnosti téchto iontd.

Transkripni faktor SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 (SPL7) je
povazovan za dilezity regulator reakci na ménici se hladinu Cu®*. SPL7 striktné
kontroluje expresi vySe zminénych SOD v zavislosti na Cu®** (Cohu et al., 2009;
Yamasaki et al., 2009). Kromé toho, SPL7 reguluje homeostazu méd’natych kationtt
(Yamasuki et al., 2009). Ve chvili, kdy je Cu®* nedostatek, SPL7 se vaze GTAC motivy
v oblasti promotoru FSDI, ¢imz ovliviluje jeji expresi. Zajimavé je, ze tento
transkripéni faktor také zprostfedkovava snizeni hladin mRNA CSD pomoci

miRNA398 v téchto podminkach (Yamasaki et al., 2009).

Melicher et al. (2022) tuto zavislost zkoumali detailn&ji. Bylo prokédzano, ze
FSDI1 chrani fotosynteticky aparat, konkrétné PSII, pred oxidativnim poskozenim po
aplikaci MV. Tato schopnost chranit PSII je znadné zavisla na koncentraci Cu?*. Méfeni
fotosyntetické aktivity a kvantové vytéznosti odhalila, ze nachylnost mutantnich rostlin
fsdl je zavisla na koncentraci Cu**, pii¢emz k nejvysi inhibici doslo pfi uplné absenci
Cu?* v riistovém médiu. Inhibice byla méné vyrazna a do znaéné miry nezavisla na Cu?*

u rostlin divokého typu a komplementovanych linii FSD1-GFP (Melicher et al., 2022).

Absence exprese FSDI v mutantnich rostlinach fsd/ vedla ke snizené schopnosti
odbourat O>” (Melicher et al., 2022). Dlouhodobé pusobeni MV také razantné snizilo
hladiny ASC u fsdl mutantnich rostlin a linie GFP-FSD1, zatimco u rostlin divokého
typu byl pozorovan méné razantni pokles. Navic, MV zpusobil zvySeni podilu
oxidovaného ASC v porovnani s redukovanym ASC u vSech linii, pfi¢emz u mutantnich
linii fsdl a linie GFP-FSD1 byla zjisténa vyssi mira oxidace ASC ve srovnani

s divokym typem (Melicher et al., 2022).
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Jak jiz bylo zminéno vysSe, FSDI1 je dulezity enzym pii ochrané vuci
oxidativnimu stresu. Nejen, ze chrani PSII pred inaktivaci a poskozenim, ale také chrani
plasmatickou membranu pred jejich poSkozenim vzniklym peroxidaci (Van Breusegem
et al., 1999). Kromé oxidativniho stresu se FSD1 aktivné ucastni obrannych reakci vici

osmotickému stresu odbouravanim vzniklych ROS (Dvorék et al., 2021a).

Kromé¢ antioxidacni obrany vuci stresovym podminkam ma FSD1 dilezitou ulohu
pii vyvoji organismu. FSD1 ma vyraznou roli pfi kli¢eni semen. Byla pozorovana jeji
vysoka abundance pfi ruptufe endospermu, nasledném vytvareni primarnich kofend,
obzvlasté v transientni a prodluzovaci zoné&, a v pozdéjSich fazich vyvoje v dé€loznich a
pravych listech (Dvorak et al., 2021a). FSDI1 je vyvojové regulovana a je hojné

exprimovana v ranych vyvojovych stadiich (Dvortak ef al., 2021a).

Exprese gentt SPL7 a FSDI je regulovana cirkadiannimi rytmy (Perea-Garcia et al.,
2016). Aktivita FSDI1 je navic zprostfedkovana pfimou interakci s chloroplastovym
Caperoninem 20 (CPN20; Kuo er al, 2013) a cCastecné ovlivnéna mitogenem
aktivovanymi proteinkinasami (Takac et al., 2014). Tento protein je znamy Caperonin
lokalizovany v chloroplastech, konkrétné¢ ve stromé (Weiss et al., 2009). Béhem
inkubace CPN20 a FSDI se aktivita enzymu zvySovala se zvySujicim se mnozstvim

CPN20 (Kuo et al., 2013).

FSDI, stejné jako CPN20, vykazovaly vys§i expresi u anp2anp3, dvojitého
mutanta A. thaliana s chybéjici expresi ANP2 a ANP3 (Arabidopsis nucleus-
phragmoplast-localized kinase 2, 3), patfici mezi MAPKKK (mitogenem aktivované
proteinkinasy kinasy kinasy). Tento jev koreloval s vyssi odolnosti dvojitych mutantt
vuéi oxidativnimu stresu (Takac et al., 2014). Z téchto informaci vyplyva, Ze tyto

MAPKKK mohou negativné ovliviiovat FSD1.

2.2.1.2 Superoxiddismutasy FSD2 a FSD3

V porovnani s FSD1 maji FSD2 a FSD3 u A. thaliana vyraznéjsi vliv na vegetativni rast
rostliny. U mutantnich rostlin, u kterych byl umlfen gen pro FSD2, byl pozorovan
zpomaleny rust a vybledlé listy. U rostlin s uml¢enym FSD3 genem byly dopady
markantnéjsi. Rostliny mély silné redukovany obsah chlorofylu, velmi zpomaleny rust,

az mnohdy doslo k uhynuti rostlin (Myouga et al., 2008).

Uz dfive bylo experimentalné dokazano, ze se vSechny tfi isoformy FeSOD
ucastni obrany vici oxidativnimu stresu (Kliebenstein et al., 1998). Zvysena exprese
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jednotlivych isoforem vedla ke zvySeni odolnosti vu¢i oxidativnimu stresu
indukovaném MV (Van Camp et al., 1996). Myouga et al. (2008) zjistili, ze se FSD2 a
FSD3 ucastni vyvoje plastidd. U mutantnich rostlin fsd2 a fsd3 byly objeveny silné
vakuolizované plastidy, které postradaly wvnitini membranové struktury, jako jsou
jednotlivé stromalni thylakoidy a spravné usporadané thylakoidy gran (Myouga et al.,

2008; Gallie a Chen, 2019).

FSD2 a FSD3 jsou lokalizovany v thylakoidech, nikoli ve stromé. Spolecné
vytvareji heterodimer, ktery plni funkce v chloroplastovych nukleoidech (Myouga et al.,
2008). Ztéchto poznatkti vznikla otazka, zda se tyto proteiny mohou navzajem
nahrazovat v antioxidacni funkci. ZvySena exprese FSD2 neni schopnd kompenzovat
umlceni FSD3, protoze rostliny nepfezily déle nez do stadia semenacku. Naproti tomu,
FSD3 ztratu FSD2 mohla kompenzovat, ale jen castecné. Rostliny byly zelenéjsi,
dospélé rostliny dosahovaly vétSiho vzrustu, byla u nich naméfena podobna fixace
oxidu uhlicitého jako u divokého typu, ale kompenzace byla vzdy jen Castecna (Gallie a

Chen 2019).

Mimo FSD1, CPN20 také ptfimo interaguje s FSD2 a FSD3 a zvySuje jejich
enzymatickou aktivitu. Schéma jejich vzajemné koexistence je velmi podobné. Se

zvySujicim se mnozstvim CPN20 se také zvySuje aktivita FSD2 a FSD3 (Kuo et al.,
2013).

Mimo zapojeni FSD2 a FSD3 v obrané vici oxidativnimu stresu bylo nedavno
objevena spojitost mezi témito enzymy a obrannou vuci stresu z vysokych teplot.
Béhem vystaveni fsd2 a fsd3 vysSim teplotam (30°C) doslo ke zméné v abundanci
nékterych zastupct tzv. heat shock proteini (HSP). U téchto mutantnich rostlin také
doslo ke zménam v mnozstvim mRNA chloroplastovych geni. U gend kodujicich
enzymy pro syntézu tetrapyroll, protochlorofylid oxidoreduktasu a svétlosbérnou

anténu PSII doslo k vyraznému snizeni abundance (Bychkov ez al., 2022).

Nedavno byla identifikovana varianta FSD3 vznikajici alternativnim sestfihem
mRNA. Oproti FSD3 obsahuje varianta FSD3S pouze 6 exonu a odlisuji se v C-
terminalni Casti. Tento protein vykazoval velmi podobnou enzymatickou aktivitu jako
FSD3 (Sangyool et al., 2019). Tato varianta se liSila subcelularni lokalizaci, kdy FSD3S
byla lokalizovana v porovnani s FSD3 v celém chloroplastu (Sangyool et al., 2019),

kdezto FSD3 byla lokalizovana v teckovitych strukturach v thylakoidech (Myouga et
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al., 2008). ZvySena exprese FSD3S nijak neovlivnila odbouravani Oz~ v rostlinach.
Navic ovlivnila tvorbu chlorofylu a rist rostlin, negativné ovliviiuje vyvoj chloroplasta

a expresi gentl potiebnych pro fotosyntézu (Sangyool et al., 2019).
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2.3 Signalizace pomoci ROS

V komplexnim subcelularnim prostfedi rostlinnych bunék dochazi k cilené tvorbé ROS
a nasledné aktivaci raznych cest prenosu signalu v kompartmentech. Signalizace
v apoplastu a na bunécné membrane se oznacuje jako , vnéjsi“, v cytosolu a jadie jako
,Vnitini“ a prenos signalu mezi bunéénymi organelami jako ,,organelova®“ (Mittler ez al.,

2022).

2.3.1 Vn¢jsi ROS signalizace

Apoplast a bunécna sténa obsahuji Sirokou Skalu enzymu, které bud snizuji koncentraci
ROS, nebo je aktivné produkuji. Mimo enzymy se zde nachazi mnoho neenzymatickych
antioxidanti. Mezi enzymy majici nejveétsi roli pii signalizaci prostfednictvim ROS v
apoplastu se fadi NADPH oxidasy (kodované geny RBOH — respiratory burst oxidase
homolog) a apoplastické peroxidasy. Dulezitou ulohu maji taktéz aquaporiny (AQP),
které slouzi také k transportu H>O» z periplasmatického prostoru do cytosolu (Mittler et

al., 2022).

RBOH jsou wvysoce regulované transmembranové proteiny vyuzivajici
cytosolické molekuly NADPH k produkci O>", ktery je velmi rychle konvertovan bud’
spontann¢, nebo enzymaticky pomoci superoxiddismutasy na H>O> (Smirnoff a Arnaud,
2019). RBOH se nachézeji na plasmatické membrané v tzv. nanodoménéach spolecné
s pomocnymi proteiny, které se podileji na jejich regulaci (Nagano et al., 2016;
Martiniére et al., 2019). Produkce ROS skrze RBOH miize byt regulovana vapenatymi
ionty (Ogasawara et al., 2008), fosforylaci anebo defosforylaci (Kimura et al., 2020) ¢i
navazanim kyseliny fosfatidové (Zhang et al., 2009). RBOH je aktivovana rtiznymi
stresovymi faktory a velmi Sirokou Skalou dalSich stimuld, coz ma za nasledek
vyznamnou produkci ROS v apoplastu (Miller et al., 2009). Peroxidasy taktéz produkuji
a zhaseji ROS a timto reguluji hladiny apoplastickych ROS v odpovédi na podnéty
z prostedi (Kdméan-Toth ez al., 2019).

ROS akumulujici se v apoplastu mohou pifimo ¢i nepfimo interagovat
s receptory, oxidovat antioxidanty ¢i jiné proteiny, nebo regulovat vapenaté ¢i draselné
transportni kanaly (Mittler et al., 2022). Nicméné, k tomu, aby mohly apoplastické ROS
regulovat intracelularni signalni drahy, jsou nejdiive pfeneseny pomoci AQP dovnitf
bunky. AQP jsou kanaly urychlyjici primarné transport vody, ale umoziuji také

transport H>O> (Maurel et al., 2015) a jinych substanci (glycerol, moCovina, Gomes et
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al., 2009; Zwiazek et al, 2017). Propustnost AQP je regulovano rozdilnymi
posttranslaénimi modifikacemi (fosforylace, acetylace), které se odvijeji od pusobicich
stresovych podminek (Wang er al., 2020). Krom¢ transportu pomoci AQP mohou byt
nekteré ROS (napt. H20O») prenasSeny prostiednictvim difuze (Mittler er al., 2004).

Protoze produkce ROS prostfednictvim RBOH a transport ROS prostiednictvim
AQP jsou regulované procesy, mohou byt hladiny ROS v apoplastu a cytosolu a jejich
signalizacni funkce aktivné fizeny. Kvili vSem vy$e zminénym faktim a vlastnostem se
rozhrani apoplast-cytosol stava hlavnim centrem mnoha procesti pienosu signalt

spojenych s ROS (Mittler et al., 2022).

ROS mohou zprostredkovavat také mezibunécnou signalizaci. ROS mohou byt
prenaSeny z vychoziho pletiva do vzdalenych pletiv béhem nékolika minut, coz
umoziuje rostlindm dosdhnout systémoveé ziskané aklimatizace (SAA) pfi stresovych
podminkach (Mittler er al. 2011; Gilroy et al. 2016). Razné typy stresovych faktora
(poranéni, teplo, vysoka salinita) spoustéji produkci apoplastickych ROS, ktera je
zavisla na funkci RBOH lokalizovanych v plasmatické membrané, které produkuji Oz~
na apoplastické strané€ buriky. O>” muze byt rychle preménén na H>O» extracelularni

SOD (Fichman et al., 2022; Zandalinas et al., 2020).

ROS zprostredkované RBOHD vstupuji do sousednich bunék a vyvolavaji
prechodné zvyseni koncentrace vapenatych iontl, ¢imz nasledné dochazi k aktivaci
proteinkinas, jako je CPKS5 (calcium dependent protein kinase 5). CPKS5 fosforyluje a
aktivuje RBOHD, ¢imz vznika vilna ROS a vapenatych iontd, ktera funguje jako
komunikacni prostiedek mezi butikami na dlouhé vzdalenosti (Dubiella er al. 2013;
Hake a Romeis, 2019). Mezi dalsi vyznamné mechanismy Sifeni ROS vlny je
fosforylace RBOHD a RBOHF pomoci CIPK26 (calcineurin B-like protein interacting
protein kinase 26; Steinhorst a Kudla, 2014) a tonoplasticky kanal TPC1 (two-pore
channel 1) aktivovany ROS, ktery uvoliiuje Ca>* do cytosolu béhem stresové reakce

(Pottosin a Dobrovinskaya, 2022).

2.3.2 Vnitini ROS signalizace

Cytosol obsahuje mechanismy, které jak zhaseji ROS, tak je dokazou produkovat. Jsou
schopny regulovat hladiny ROS vyprodukované pifimo v cytosolu, ale i ty
transportované z apoplastu, a pfenést je az do jadra (Shapiguzov et al., 2012). Kromé

toho, cytosol obsahuje signalizani drahy, jako jsou kaskady MAPK (mitogenem
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aktivované proteinkinasy), protein kinasy zavislé na vapniku, malé GTPasy ROC/RAC,
fosfatasy a rizné sité redoxnich senzort, které integruji signaly ROS s dalSimi

signalnimi molekulami, jako jsou vapenaté ionty a rizné hormony (Zhu, 2016).

Vzhledem k tomu, ze se AQP nachazeji na plasmatické membrané, muaze byt
H>0, transportovan obéma sméry, coz umoziuje rychlé zmény jeho koncentrace (Chan
et al., 2016). Kromé toho jsou v cytosolu pfenaSeny anterogradni a retrogradni signaly
mezi jednotlivymi organelami a jadrem. Cytosol tedy hraje dulezitou roli pfi
rozpoznavani a integraci ROS generovanych v ruznych castech buiiky a prenasi
informace do jadra. Navic, vcytosolu dochazi k aktivaci mnoha transkripénich
regulatorti v zavislosti na ROS a redoxnich stavech dfive, nez tyto proteiny vstoupi do

jadra (Zhou et al., 2022).

V porovnani s cytosolickou regulaci je regulace ROS a redoxnich hladin v jadie
malo znama. Rostlinné jadro obsahuje n€kolik proteini (FSD1, CAT) regulujicich ROS
a redoxni rovnovahu, jako jsou Grx, Trx, peroxiredoxiny a glutathionredoxiny (Marchal
et al., 2014). Ty mohou regulovat oxidativni posttranslacni modifikace transkripénich
faktorti a také tlumit signaly ROS v jadfe. Zjisténi, Ze mnoho redoxné reagujicich
transkripcnich faktora je aktivovano v cytosolu pred vstupem do jadra, naznacuje, Ze
hladiny ROS v jadfe jsou velmi striktné regulovany, aby se predesSlo extrémnim

vykyvim, které by mohly zptsobit poskozeni a mutace DNA (Li et al, 2019).

2.3.3 Meziorganelova signalizace

Hladiny ROS v jednotlivych organelach jsou dany souhrnem tfi procesi: autonomni
regulaci organel, retrogradni ¢i anterogradni regulaci fizenou jadrem a pfimym
exportem a importem ROS. Neékteré signaly zprostfedkované ROS mezi organelami
nebo z organel do jadra nemusi prochazet cytosolem nebo jim prochéazeji jen na velmi
kratké vzdalenosti (Exposito-Rodriguérz et al., 2017). V tomto procesu hraji roli
nejméné tii ruzné mechanismy: fyzické pfiblizeni mezi organelami, spojeni mezi
organelami a jadrem (stromuly, peroxuly a matrixuly), a proteinové komplexy mezi
organelami, které vytvareji membranova kontaktni mista a mohou obsahovat AQP

(Exposito-Rodriguéz et al., 2017).

Hladina ROS v jedné organele mize ovlivnit hladinu ROS v jiné organele
vCetné jadra prostfednictvim metabolith, hormonti a proteind (Chan er al., 2016).

Reakce na stresové podnéty primarné spoustéjici vnéjsi nebo vnitini ROS signalizaci by
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tedy mohly byt prostorové a/nebo ¢asove oddéleny od reakci na stresy zprostiedkované
signaliza¢ni drahou ROS mezi organelami nebo mezi organelami a jadrem. Tyto rozdily
mohou byt mechanismem, kterym ROS predavaji jadru specifické informace o typu

stresu, kterému rostliny Celi a odolavaji (Mittler ez al., 2022).

Informace o tom, jak se v buiikach béhem stresu vytvareji signatury ROS a jak
jsou hladiny ROS v organelach vzijemné propojeny, naznacuji, ze jednotlivé typy
stresovych podnéti mohou vytvaret rozdilné drahy ROS specifické pro konkrétni stres.
Ty by mohly byt rozeznany vicero senzory ROS v riznych organelach. Detekce
stresového faktoru a nasledné spusténi specifické reakce je tedy spiSe reakce

zpusobujici komplexni bunécnou reakce (Mittler et al., 2022).
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2.4 Redox a oxidativni modifikace proteinii zpisobené ROS

Mistné specificka kovalentni modifikace aminokyselinovych zbytkd proteint
reprezentuje vyznamny molekularni mechanismus pfemény oxidacniho signalu do
biologické odpovédi. Aminokyseliny, které jsou nejvice nachylné k reverzibilnim
modifikacim, jsou cysteiny a methioniny, jejichz thiolové (sulthydrylové) postranni
fetézce jsou ve fyziologickém pH deprotonované. Tato vlastnost je klicova pro
zvySovani reaktivity. Kromé cysteinu a methioninu mohou ROS modifikovat i jiné

aminokyseliny, a to histidin, tryptofan, tyrosin (Jacob a Winyard, 2009).

Sira ma v organismu velmi cenné a jedine¢né postaveni diky svym vlastnostem
setrvavat v Siroké Skale oxidacnich stavii (-2 az +6) a chemicky jedinecnych forem,
znichz kazda ma odlisné fyzikalni vlastnosti, odliSnou reaktivitu a zpisob vzniku
(Jacob a Winyard, 2009). Redoxni reakce cysteinovych zbytki mohou vést k fadé
posttranslacnich modifikaci, které jsou dualezitym mechanismem regulace proteint.
Mezi tyto modifikace patii jak reverzibilni, majici regulacni funkci (disulfidy, S-
glutathionylace, sulfenové kyseliny, sulfeamidy, S-nitrosylace), tak ireverzibilni
(sulfinové kyseliny, sulfonové kyseliny a sulfoamidy), které jsou Casto povazovany za
indikatory oxidativniho stresu a onemocnéni (Moldogazieva et al., 2018). Reverzibilita
mnoha oxidacnich posttranslacnich modifikaci cysteinovych zbytka zdaraziuje jejich
schopnost fungovat jako binarni prepinac, ktery reguluje funkci, interakce a lokalizaci

proteinl, podobné jako fosforylace (Paulsen a Caroll, 2013).

2.4.1 Reaktivita cysteint a nachylnost k oxidaci

Ionizaéni konstanta (pKa) nizkomolekularni thiolovych skupin se pohybuje v rozmezi
mezi 8,3 az 8,8. Nicméne, hodnota pKa cysteinovych zbytkd v ramci proteint je velmi
ovlivnéna lokalnim prostiedim samotné skupiny, jako napfiklad vzdalenosti kladné
nabitych aminokyselin (Lutolf et al., 2001), vodikovymi vazbami (Roos et al., 2013) a
lokalizaci N-terminalniho konce o-helixu (Igbalsyah et al., 2006). Thiolové skupiny
majici nizkou hodnotu pKa v proteinech, ionizujici primarné pii fyziologickém pH, se

Casto nazyvaji jako ,reaktivni cysteiny* (Marino a Gladyshev, 2012).

Ackoli molekularni podstata neni doposud zcela objasnéna, tak experimentalni
dikazy ukazuji, ze ne vSechny cysteinové zbytky v proteinech jsou stejné citlivé na
oxidaci. Protoze thiolaty jsou mnohem siln€j§i nukleofily nez thiolové skupiny, je

jednim z klicovych faktorti nachylnosti k oxidaci nizka pKa. Tento fakt je zvyraznén
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tim, ze mnoho biologickych oxidantl, jako je H20., reaguje vyhradné s thiolatovym

aniontem (Winterbourn a Hampton, 2008).

2.4.2 Modifikace cysteini pomoci ROS a RNS

Reakce ROS s thiolovymi skupinami proteint piedstavuje mechanismus, kterym buriky
mohou vnimat zmény v redoxni homeostaze. Ackoli je H2O2 nejcastéji spojovan s roli
sekundarniho posla a je povazovan za molekulu vhodnou pro redoxni modifikace, tak
existuji experimentalni dikazy, které ukazuji, ze v této funkci funguje také O>~. Nékteré
studie prokazaly, ze rozdilné gradienty O»~ a H20: odlisné reguluji proliferaci a
diferenciaci kofent rostlin, coz naznacuje odlisné reaktivity t€chto ROS (Tsukagoshi et
al., 2010). Oz~ je relativné nereaktivni a pravdépodobné jeho primarnimi bunécnymi
cili jsou jiné radikalové formy, jako je oxid dusnaty (NO) nebo kovy. V proteinech
muze reagovat s klastry zeleza a siry a hemovymi centry, coz vede k uvolnéni a/nebo
oxidaci Zeleza (Winterbourn a Metodiewa, 1999). Na O>~ je citliva fada proteind
obsahujicich klastry zeleza a siry, naptiklad akonitasa, (Gardner a Fridovich, 1991)
myeloperoxidasa (Kettle ez al., 2007).

Jak jiz bylo zminéno, v biologickych systémech se jako nejvyznamnéjsi aktér
v redoxnich modifikacich povazuje H>O2. Kromé thiolové skupiny, se kterou nejcastéji
reaguje a oxiduje, muze také reagovat s thioestherovou skupinou methioninu za vzniku
methioninsulfoxidu (Bobrowski et al., 2007). Dvouelektronovou oxidaci thiolové
skupiny pomoci H202 vznik4 kyselina sulfenova (R-SOH; Obr. 3), o které se stile
objevuji dikazy o jejim pusobeni v fadé dulezitych biochemickych procest. Po vzniku
podléha kyselina sulfenova nékolika alternativnim stavim. V zavislosti na
mikroprostfedi miize byt modifikace na kyselinu sulfenovou stabilizovana (Salsbury et
al., 2008). V tomto piipad€ existuje nékolik faktort, které této reakci napomahaji, a to
nepiitomnost thiolovych skupin v blizkosti nebo nedostupnost nizkomolekularnich latek

s thiolovymi skupinami (GSH; Reddie a Carroll, 2008).

Nadale muze reakci kyseliny sulfenové s thiolovou skupinou jiného proteinu
vzniknout inter/intramolekularni disulfidovy mustek nebo reakci s GSH poté vznika
protein-S-SG (S-glutathionylace; Obr. 3). U nékterych proteini muze alternativné s
kyselinou sulfenovou reagovat dusikovy atom amidové skupiny za vzniku cyklického
sulfenamidu. K tomuto jemu dochézi hlavné v pfipadé, kdy protein postrada sousedni

cystein (Lee et al., 2007). Tvorba disulfidickych mustkt a S-glutathionylace chrani pred
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ireverzibilni oxidaci a trvalym poskozenim proteint, protoze vazby S-S a S-SG mohou

byt redukovany prostiednictvim aktivity enzymu jako Trx ¢i Grx (Berndt et al., 2007).

Rostliny jsou vybaveny slozitym systémem, ktery vyuziva pravé zminéné Trx
a Grx. Genom A. thaliana kéduje 44 Grx a 50 Trx (Meyer et al., 2012). V zavislosti na
subcelularni lokalizaci, Trx vyuzivaji k redukci intra-/intermolekularnich disulfidovych
vazeb vice reduk¢nich Cinidel. V chloroplastech svételné reakce redukuji ferredoxin
(Fdx), ktery zase redukuje ferredoxin-thioredoxin reduktasu (FTR), ktera nakonec
regeneruje sulfhydrylové skupiny Trx (Schiirmann a Buchanan, 2008). Dalsim zdrojem
vodikovych protont, spolecnym pro systémy Trx a Grx, je NADPH, ktery je po oxidaci
na NADP* redukovan Fdx:NADP* reduktasou ve stromé chloroplastu a také b&hem
oxidativni pentosofosfatové drahy. Zatimco Trx jsou pifimo redukovany NADPH-
dependentnimi thioreodoxin reduktasami, Grx se zapojuji do dvoustupriové reakce za

ucasti GSH a NADPH-dependentnich glutathion reduktas (Waszczak et al., 2015).

Vsechny vySe zminéné posttranslacni modifikace thiolovych skupin jsou
reverzibilni a mnohdy maji regulacni ¢i signalni funkci. Nicméné€, v pfitomnosti

prebytku H2O2 muze byt kyselina sulfenova pfeménéna a dale oxidovana na kyselinu
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kyselina kyselina kyselina
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Obrazek 3. Oxidativni posttranslacni modifikace cysteinovych zbytkd. Vystaveni redoxné
aktivnich cysteinovych zbytkii reaktivnim formam kysliku vede k reverzibilni tvorbé
kyseliny sulfenové. MiiZze reagovat s volnou thiolovou skupinou na stejném nebo dalSim
proteinu za vzniku disulfidové vazby. Tyto modifikace jsou reverzibilni a mohou byt
redukovany glutaredoxinem (Grx), nebo thioredoxinem (Trx). V pfitomnosti vysokych
hladin ROS muze dojit k ireverzibilni oxidaci na kyselinu sulfinovou nebo sulfonovou.
Prevzato a upraveno od Waszczak et al., 2015.



sulfinovou (RSO2H) ¢i sulfonovou (RSOsH; Obr. 3). Tyto dvé modifikace jsou
povazovany za ireverzibilni a jako pfiznaky vyrazného oxidativniho poskozeni (Roos a

Messens, 2011).

H>0> neni jedinou molekulou, ktera muze reagovat s thiolovymi skupinami.
Dalsi dulezitou molekulou je NO. NO je v nizkych koncentracich pfitomen ve vSech
bunkach. Je vSeobecné znamo, ze produkce NO je zvySena behem reakce rostlin na
stresové podminky a pusobi jako signal, jehoz signalni drahy se ¢asteCné prekryvaji se
signalnimi drdhami H>O> (Zago et al., 2006). Tato modifikace zahrnuje kovalentni
navazani nitrosylového radikalu (NO) k thiolové skupiné cysteinu. Bohuzel tato reakce
neprobiha pfimo. Byly tedy navrzeny dva mechanismy, které vysvétluji tvorbu S-

nitrosothiolu (Paulsen a Caroll, 2013).

Prvnim mechanismem je pfeména 'NO na sloucCeninu N>O3; (oxid dusity).
Pocatecni reakce NO s molekularnim O za vzniku ‘NO; je néasledovana spojenim dvou
radikalt, NO a ‘NO», coz umoziuje vznik N2O3 (Goldstein a Czapski, 1996). N2Os
muize nasledn€ reagovat s thiolovou skupinou proteinu za vzniku S-nitrosothiolu.
Alternativné muize NO», podporovat jednoelektronovou oxidaci proteinu za vzniku

thiylradikalu, ktery mize reagovat s ‘NO za vzniku S-nitrosothiolu (Chen ef al., 2011).

Podobné jako u jinych oxidacnich posttranslaénich modifikaci se specifi¢nost
modifikace fidi reaktivitou cysteinu, lokalnim prostfedim proteinu a blizkosti zdroje
oxidantu. Touto reakci vznika fada produkti podobnych reakci s H2O», v¢etné disulfidu
a sulfenovych, sulfinovych a sulfonovych kyselin, jakoz i S-nitrosothiolti (Costa et al.,
2003). S-nitrosothiolova skupina nepodléha ionizaci (Paige et al., 2008), muze ale
podléhat hydrolyze za vzniku kyseliny sulfenové, (Moran et al., 2011) nebo reagovat
s thiolovou skupinou. Zajimavé je, ze reakce S-nitrosothiolu s thiolovou skupinou
proteinu nebo GSH nevede vzdy ke vzniku disulfidové vazby, ale mize misto toho
usnadnit proces znamy jako transnitrosylace. Schopnost transnitrosylace je zpusobena
odlisnymi chemickymi vlastnostmi *NO ve srovnani s hydroxylem v kyseliné sulfenové

(Doulias et al., 2010; Seth a Stamler, 2011).

Vzhledem k tomu, Ze S-nitrosothiolové skupiny maji tendenci se ucastnit
transnitrosylacnich reakci, existuji redukcni systémy, které S-nitrosylované thiolové
skupiny redukuji. GSH muze redukovat S-nitrosothiol za vzniku volné thiolové skupiny

a GSNO (nitrosylovany GSH), ktery je zase redukovan za uclelem regenerace GSH
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auvolnéni HNO (kyselina dusna) pomoci GSNO reduktas (GSNOR; Bateman et al.,
2008). Proteinové S-nitrosothioly mohou byt také redukovany systémem Trx/TrxR
(Behnar et al., 2008).

Kromé dvou vySe zminénych posttranslaénim modifikacim probihajicich na
cysteinovych zbytcich proteint existuje jesté cela fada dalSich, které mohou probihat na
tryptofanu, jehoz oxidaci na atomu siry vznikd N-formylkynurenin (Navrot et al., 2011)
nebo methioninu, ktery podléhd oxidaci atomu siry za vzniku sulfoxidu (Tola er al.,
2021). Lze tedy fict, ze posttranslacnich modifikaci proteint je hojné mnozstvi a ze

zastavaji velmi dilezité funkce.

2.4.3 Redoxni biologie v pribéhu stresovych podminek v chloroplastech

Metabolismus ROS a redoxni stav organel v chloroplastech a mitochondriich jsou
klicové pro retrogradni signaly, které hraji dilezitou roli v pfizptisobeni rostlin na
proménlivé podminky prostiedi (Foyer et al., 2017). Zmény v chloroplastové redoxni
homeostaze jsou tedy bud’ posilany do jadra retrogradni cestou, nebo prostfednictvim

metaboliti do cytoplasmy.

Redoxni stav chloroplasti je dulezity pro redoxné regulovanou genovou expresi
pii abiotickych stresech, zejména pii oxidativnim stresu a stresu znadmérného
osvétleni, které vyrazné méni homeostazu ROS. V chloroplastech je signalizace ROS
modulovana redoxnim stavem plastochinonti a hraje klicovou roli v aklimatizaci rostlin,
vCetné zmeény exprese antioxidaCnich a obrannych geni a zménéné fosforylace
thylakoidnich protein (Li ef al., 2009; Mittler et al., 2011). Chloroplastové kinasy a
fosfatasy jsou dulezité pti udrzovani vysoké fotosyntetické aktivity a redoxniho stavu
pii riznych abiotickych stresech (Schliebner et al., 2008). U A. thaliana se uvadi, ze
proteinkinasa STN7 (serin/threoninova proteinkinasa 7) muize ovlivnit Mg-
protopoyrfirin IX, ktery slouzi jako retrogradni signal do jadra, kde fidi expresi

obrannych genu (Li et al., 2009; Pesaresi et al., 2009).

Procesy redoxni regulace a metabolismu ROS v bunéénych kompartmentech
jsou vzajemné propojeny a podileji se na optimalizaci bunéénych funkci. Ackoli kazdy
kompartment mé schopnost produkovat a fidit svou vlastni homeostazu ROS, gradienty
redoxniho stavu vytvareji specificky signal ROS (Choudhury et al., 2016). Tento signal
ROS je pak prostrednictvim AQP pfenaSen do cytosolu a modifikuje redoxni stav

dilezitych regulacnich proteini (napf. transkripCnich faktora ovliviiujicich expresi
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jadernych gent) a v konecném dusledku aktivuje aklimatizacni reakce (Choudhury et
al., 2016; Mignolet-Spruyt et al., 2016). Pro iniciaci specifickych odpovédi na vyvojové
a environmentalni signaly se vSak signaly ROS integruji také s dalSimi soucéastmi
bunécnych signalnich drah, jako jsou reaktivni formy dusiku, hormony a intracelularni

toky vapenatych iont (Baxter et al., 2014; Sewelam et al., 2016).

Bunéény metabolismus ROS je spjat se signalni drahou MAPK, ktera reguluje
ROS a redoxni homeostdzu (Liu a He, 2017). MAPK kaskddy mohou byt pfimo
aktivovany H>O: prostiednictvim MAPKKK nebo inaktivaci represort MAPK (Liu
a He, 2017). Studie odhalily, ze aplikace exogenniho H>O> mize aktivovat komponenty
kaskad MAPK (MPK3 a MPKG6) a podilet se na signalnich drahach reakce vici
oxidativniho stresu (Kovtun et al., 2000). Experimenty s vyuzitim transientni exprese
v protoplastech ukazaly, ze aktivace MPK3 a MPK6 vyzaduje ANP1 (MAPKKK), ktera
muze byt stimulovana H>O2 a miZze iniciovat kaskadu MAPK pro naslednou expresi
genu reagujicich na stres (Kovtun et al., 2000). Taktéz bylo prokazano, Ze stresové
podnéty generujici H2O> indukuji expresi genu OXII (oxidative signal-induciblel)
kodujiciho serin/treoninovou proteinkinasu, ktera je nezbytna pro aktivaci MPK3 a
MPKG6 (Rentel et al., 2004). Studie identifikovaly OXI1 jako kli¢ovy signalni prvek v
signalnich drahach zavislych na H:O0: produkovaném respiraénim vzplanutim
(respiratory burst) i na 'O2 generovaném chloroplastem (Shumbe et al., 2016). Signalni
draha H>O> je integrovana se slozkami drahy MAPK a reguluje genovou expresi v
obrannych a hypersenzitivnich reakcich. Naopak, stimulace OXI1 zavisla na 'O»
ovliviluje signalni drahu kyseliny jasmonové, ktera fidi drahu programované bunécné

smrti spojené s 'O2 (Shumbe et al., 2016).

Navic, MPK6 je silné exprimovana pfi stresu z vysokého osvétleni a reguluje
expresi transkripcnich faktora ERF6 a ERF104 (ethylene response factor) jako slozek
retrogradni signalizace mezi chloroplastem a jadrem, ktera muze byt kliCova pro
toleranci rostlin vici kolisavym svételnym podminkam (Vogel er al., 2014). Vsechny
tyto informace naznacuji, ze retrogradni signalni drahy indukované ROS pisobi jako

dulezité regulatory obrany rostlin proti abiotickym strestm.

2.4.4 Redoxni regulace transkripénich faktori
ROS mohou pfimo ¢i nepfimo interagovat s transkripénimu faktory (TF) a tim

modulovat jejich konformaci, lokalizaci ¢i aktivitu. TF tepelného Soku (Hsf)
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zprostiedkovavaji rychlé prizpisobeni transkripce pii plsobeni stresovych faktort
(Scharf et al., 2012). Bylo prokazano, ze podskupina Hsf zprostfedkovava Casnou
odpovéd’ na vysoké osvétleni a u jednoho z nich (HSFA1D) bylo zjisténo, ze je pfi
vysokém osvétleni translokovan z cytosolu do jadra (Jung et al., 2013). Pii opétovnych
experimentech se tento TF skute¢né pii pusobeni H>O» premistil z cytosolu do jadra.

Tato translokace zavisi na pfitomnosti specifickych cysteinovych zbytkt (Dietz, 2014).

NPR1 (non-expresser of pathogenesis related gene 1) je kliCovy transkripéni
koaktivator, ktery reguluje imunitni odpovéd’ rostlin zavislou na kyseliné salicylové
(SA; Loake a Grant, 2007). Klicovou vlastnosti NPR1 je jeho redoxni regulace.
Konzervované cysteinové zbytky v NPR1 vytvareji mezimolekularni disulfidové vazby,
které vedou k tvorbé cytosolického oligomeru NPR1 (Mou et al., 2003). Oligomerni
struktura blokuje translokaci z cytosolu do jadra, a tim inhibuje potencialni interakci s

transkripcnimi regulatory.

Po indukci patogenu nebo elicitoru dochazi v disledku redoxnich zmén (s-
nitrosylace) k redukci NPR1 z oligomeru na monomery, coz usnadiiuje translokaci
NPRI1 z cytosolu do jadra, po niz nasleduje aktivace cilovych gent a imunitni reakce
zavisla na NPR1 (Mou et al., 2003; Tada et al., 2008). Predpoklada se, ze Cys82 a
Cys216 jsou rozhodujici pro tvorbu intermolekularni disulfidové vazby usnadriujici
vznik oligomeru NPR1. Mutace obou cysteinu vedla ke konstitutivni jaderné lokalizaci

monomeru NPR1 (Mou et al., 2003).

Mezi zékladni leucinové zipy (bZIP) se fadi TF bZIP16, bZIP68, u nichz bylo
zjisténo, ze reaguji na redoxni zmeény v chloroplastu po vystaveni vysokému osvétleni
(Shaikhali et al., 2012). VSechny tfi TF se dokazou vazat na G-box elementy
v promotoru LHCB2.4 (light harvesting chlorophyll binding protein 2.4; Shaikhali et al.,
2012). LHCB2.4 funguje ve PSII spolecné s dalsi podjednotkou LHCB1, LHCBI1.1.
bZIP16 se mize vazat na promotorovou oblast LHCB2.4. Shaikhali et al. (2012)
studovali mechanismus, ktery reguluje vazbu bZIP16, bZIP68 na promotor LHCB2.4.
Pfi pfidani redukcniho cinidla doSlo ke rapidnimu zvySeni afinity TF na promotor
LHCB?2.4, protoze reduk¢ni Cinidlo stimulovalo redukei vazeb a naruseni oligomernich
struktur. Naopak pfidani oxida¢niho €inidla snizilo afinitu TF k promotoru (Shaikhali ez

al., 2012).
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2.5 Redox proteomické metody a metody detekce redoxnich modifikaci

proteinti
Diky reverzibilni povaze sulfenovych kyselin, disulfidi a S-glutathionylace jsou vhodné
pro regulovani funkci proteini béhem bunécné signalizace. Na druhou stranu jsou
nestabilni a pfechodné, coz muze ve vysledku ztizit samotnou detekci a malokdy odrazi
skutecny redoxni stav proteind. V disledku toho bylo vyvinuto zna¢né usili v oblasti
vyvoje metod pro studium redoxnich posttranslaénich modifikaci proteint
s cysteinovym zbytkem. Tyto techniky zahrnuji nepfimé a pfimé metody detekce.
Mohou byt také rozdéleny na metody zalozené na gelové separaci, ¢i na metody, které

se bez gelové separace obejdou.

2.5.1 Metody detekce zalozené na gelové separaci

2.5.1.1 Dvoudimenzionalni elektroforéza

Metody vyuzivajici gelovou matrici pro separaci proteint jsou v drtivé vétsiné pripadt
zalozeny na 2D-SDS-PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém gelu pfi
denaturujicich podminkach). Diagonalni 2D-SDS PAGE je metodou, kterd se vyuziva a
slouzi pro studium globalniho disulfidového proteomu. Umoziiuje identifikovat proteiny
obsahujici intra— ¢i intermolekularni  disulfidové vazby pomoci sekvencni
neredukujici/redukujici elektroforézy diky jejich odliSnym migra¢nim vlastnostem
v gelu (McDonagh, 2012). Tato technika byla velmi Uspé$né pouzita pfi identifikovani
produktl oxidativniho stresu v srdeCnich myocytech v reakci na nové vyvinuté
slouCeniny, které modifikuji redoxni stavy pravé v téchto burikach (Brennan et al.,
2004). Kromé disulfidickych muastki je mozné definovat S-glutathionylované a
sulfonylované proteiny po separaci extrahovanych proteind z bunécnych lyzath pomoci
imunoblotovacich metod s pouzitim specifickych protilatek. Tyto protilatky jsou
vytvoreny tak, aby rozpoznavaly konzervovany cystein situovany na N-termindlnim

konci proteinu urcité rodiny redoxné aktivnich proteini (Woo et al., 2003).

Kwvili nepfili§ velké acinnosti a artificialnim oxidacim proteini béhem pfiipravy
vzorkl jsou tyto metody uz pouzivany v omezené mife. K prekonani vyse uvedenych
problému byla vyvinuta technika Redox-DIGE (diferencialni gelova elektroforéza; Hurd
et al., 2007). Tato metoda vyuziva zpusobu znaCeni, jez se opira o dv€é odliSna
fluorescen¢ni barviva (CyDye DIGE Fluor Cy3 a Cy5). Tato barviva specificky reaguji

s nemodifikovanymi thiolovymi skupinami prostfednictvim reaktivnich maleimidovych
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skupin. Reakci se vytvareji stabilni esterové vazby. Prvotni krok jak pro referencni
vzorek, tak pro vzorek ovlivnény podminkami prostfedi, spo¢iva v blokaci vSech
volnych thiolovych skupin alkylaénim cinidlem (napt. N-ethylmaleimid (NEM),
jodoacetylové derivaty). Tato blokace je dualezita pro zachovani redukovanych
thiolovych skupin, tak aby nedoslo béhem manipulace k jejich oxidaci. Po tomto kroku
nasleduje redukce reverzibilné modifikovanych thiolovych skupin a jejich nasledné
znaeni odliSnymi fluorescencnimi barvivy. Dale byla tato metoda rozSifena
o identifikaci S-nitrosylovanych mitochondrialnich proteini pomoci askorbatu ¢i
médnatych kationt, které selektivné dokazi redukovat S-nitrosylované thiolové
skupiny (Chouchani et al, 2010). Po kompletni piipravé vzorkid dojde k jejich
smichani, nasledné elektroforetické separaci na jednom gelu a konecnym krokem je
emise fluorescencnich barviv. Poté se rozdily jednotlivych skvrn ve vzorcich pravé
vztahuji k redoxnim modifikacim proteint, které lze nasledné vyextrahovat z gelové

matrice a dale analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie.

Technologie Redox-DIGE prosla fadou modifikaci, tak aby byla ucinnégjsi
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Obrazek 4. Metody detekce redoxnich zmén zaloZené na gelové matrici. A) Princip 2D
polyakrylamidové elektroforézy s SDS pfi zjiStovani intra- a intermolekulovych
disulfidovych mustki. Proteiny, kterym chybi redoxné aktivni cysteiny migruji na diagonale.
Proteiny s mezimolekularnimi disulfidickymi vazbami migruji za reduk¢nich podminek pod
diagonalu. Naopak proteiny obsahujici intradisulfidové mustky migruji nad diagonalou. B)
Pracovni postup nepfimého znaceni Redox-DIGE. Po zablokovani volnych cysteinu
v prislusnych vzorcich pomoci CinC se prebyteéné CinC odstrani gelovou filtraci, vysledny
eluat se zredukuje a jeho volné thiolové skupiny jsou znaceny barvivem S (S-200). Pfevzato
a upraveno od Lennicke et al., 2016.
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a reprodukovatelnéj§i (Obr. 4). Lennicke et al. (2016) provedli upravu této metody,
ktera je zalozena na paralelnim znaCeni odlisnych subproteomt barvivem na bazi
maleimidu (komer¢ni ndzev S-200) v kombinaci s velikostné a nabojové odpovidajicim
blokovacim cinidlem na bazi maleimidu CinC (cystein interagujici sloucenina). Volné
thiolové skupiny ve vzorku se nejprve oznaci fluorescen¢nim barvivem (S-200), poté se
provede redukce oxidovanych thiolovych skupin pomoci tris(2-karboxyethyl)fosfinu
(TCEP) a nasledné znaceni pomoci CinC. Jako vnitfni proteinovy standard je vyuzita
znaCena smés referencnich vzorkl jinym barvivem taktéz na bazi maleimidu (komer¢ni

nazev S-300; Lennicke et al., 2016).

Bez ohledu na zpusob znaceni, kvantifikace pfi této technice je stale omezena a
mnohdy nepfesnd. Mezi bézna omezeni metody zaloZzené na 2D elektroforéze patii
Spatné rozliSeni ¢i uplna absence proteini bud s vysokou nebo velmi nizkou
molekulovou hmotnosti, s vysoce kyselymi nebo zasaditymi hodnotami isoelektrického
bodu a zejména vysoce hydrofobnich nebo membranové vazanych proteini. Nicméné,
tyto metody zalozené na gelové matrici jsou vhodné k ziskani prehledu o efektu
urCitych podminek prostfedi na stav bunééné redoxni homeostazy, ¢imz poskytuji

dulezité indicie k definovani specifickych cilovych skupin (Lennicke et al., 2016).

2.5.1.2 Redoxni posun proteint

Tato metoda je zalozena na elektroforetické separaci proteini v gelové matrici (SDS-
PAGE) a nasledné imunoblotové analyze pomoci specifické protilatky rozpoznavajici
konkrétni protein (Kobayashi et al., 1997). Je mozné analyzovat reverzibilni oxidované
stavy proteinll vCetné intra— ¢i intermolekularni disulfidové vazby a rozlisit pocet
oxidovanych thiolovych skupin cysteini. KliCovou ¢asti této metody je extrakce a
paralelni alkylace volnych thiolovych skupin pomoci napt. NEM, tak aby nedoslo
k jejich dodate¢né oxidaci béhem manipulace se vzorkem. Takto se stav jednotlivych
skupin zachova nezménén. Nasleduje redukce reverzibilné oxidovanych thiolovych
skupin, a to z toho divodu, ze chemické substance, které se vyuzivaji pii této metod¢, se

vazi pouze na redukované thiolové skupiny.

Posledni krokem je znacCeni redukovanych thiolovych skupin pomoci Siroké
Skaly reagentt, a to 4-acetamid-4"-maleimidylstilben-2,2"- disulfonova kyseliny (AMS),
EZ-Link Maleimide-PEGi;-Biotinu (EZ-Link; Yoshida et al., 2016) ¢i Methoxy
polyethylen glykol maleimidu (mPEG; Burgoyne et al., 2013; Obr. 5). Navazani téchto
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latek zpusobi zpomaleni motility oxidovaného proteinu v gelové matrici a v zavislosti
na molekulové hmotnosti dané substance muzeme nasledné rozliSit jednotlivé
oxidované stavy proteinu. Z toho vyplyva, ze redukovanou formu reprezentuje nejnize
situovany prouzek na gelu, kdezto oxidované formy proteinu maji zpomalenou motilitu,

resp. vy§§i molekulovou hmotnost.

Pii této metod€ je dulezita specifita pouzité protilatky. V pfipadé, kdy by

protilatka rozpoznavala i dalSi soucasti extraktu, nastal by problém v rozliseni
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Obrazek 5. Schématické znazomeéni pripravy vzorku a pribéhu metody redoxni posun
proteini. Prvnim krokem metody je extrakce a alkylace redukovanych thiolovych skupin.
Nasleduje redukce reverzibiln¢ oxidovanych thiolovych skupin a PEG alkylace
redukovanych thiolovych skupin. Posledni krokem je imunoblotova analyza. Prevzato a
upraveno od Burgoyne et al., 2013.
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oxidovanych forem studovaného protein od nespecifickych vazeb protilatky. Dilezita je
také dukladna separace oxidovanych stavi, coz je mozno zabezpelit modifikaci
parametrd elektroforézy. DalSi omezeni této metody spoCiva v tom, ze reakce
cysteinového zbytku s velkou (obvykle 2-5 kDa) aktivovanou casti PEG muze byt
pomala, coz muze vést k netplné reakci s thiolovymi skupinami proteinu (Van Leeuwen

etal.,2017).

Kvili vySe zminénym nedostatkiim byla tato metoda modifikovana a vylepSena.
Byla vyvinuta metoda tzv. Click-PEG, kde spolu selektivné reaguji azidové a alkylové
skupiny v pfitomnosti méd’nych kationtd slouzicich jako katalyzator celé reakce
(Rostovtsev et al., 2002). Lze ji vyuzit ke znaCeni jak redukovanych, tak oxidovanych
cysteinovych zbytkd. Vtom prvnim pifipadé nejdiive dochazi kreakci mezi
redukovanymi thiolovymi skupinami s maleimidovou slouceninou obsahujici Click-
reaktivni alkylovou Cast a nasledné ke konjugaci s molekulou PEG, ktera obsahuje
Click-azidovou cast. Ke znaCeni oxidovanych cysteinovych zbytkti musi nejdiive dojit
k zablokovani redukovanych thiolovych skupin, nasledné€ k in vitro redukci a navazani

Click-PEG znacek (Van Leeuwen et al., 2017).

Hlavni vyhodou tohoto pfistupu je jednoducha aplikovatelnost na experimentalni
vzorek, ¢imz se lze vyhnout pomalé a obtizné pfimé reakci maleimid-PEG polymeru.
Kromé toho lze tuto metodu snadno prizpusobit k selektivni detekci specifické
modifikace cysteinového zbytku vyuzitim konkrétni biochemické reaktivity ve fazi
znaeni - napf. u S-nitrosylace se pfed znacenim ke vzorku pfida smés Cu/askorbat

(Jaffrey et al., 2001).

2.5.2 Metody zalozené na afinitni chromatografii

Tradicné se identifikace reverzibilnich modifikaci cysteinu provadély pomoci metody
zalozené na afinité mezi biotinem a avidinem (Biotin-switch metoda, BST). Pavodné
byla vyvinuta pro detekci S-nitrosylovanych proteini (Derakhshan er al., 2007).
Postupem se detekce rozSifila na dalsi typy reverzibilnich modifikaci (S-
glutathionylace, S-acetylace; Roth er al., 2006; Wan et al., 2007). BST se obvykle
sklada z nasledujicich kroku: (i) prvotni blokovani nemodifikovanych cysteinovych
zbytki alkylacnim Cinidlem (NEM), (ii) selektivni redukce modifikovanych
cysteinovych zbytki odvijejici se od druhu zkoumané modifikace, (iii) znaceni

redukovanych cysteint Cinidly obsahujicimi biotinovou znacku a (iv) zahusténi
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znaCenych proteind avidinovou afinitni purifikaci pro nasledné biochemické

(imunoblotové analyza) ¢i proteomické analyzy (LC-MS/MS; Guo et al., 2013).

Jako alternativa k BST byla vyvinuta metody zalozena na afinitni chromatografii
s vyuzitim thiol-afinitni pevné faze, jez ma specifickou afinitu k peptidiim, ¢i proteinim
obsahujicim cysteinové zbytky. Cela metoda se sklada z nékolika zasadnich krokd.
Nejprve dochazi k blokaci volnych thiolovych skupin pomoci NEM a selektivni redukci
modifikovanych cysteinti na volné thiolové skupiny pomoci riznych redukénich Cinidel
specifickych pro kazdy typ reverzibilni modifikace (dithithreitol (DTT) pro celkovou
oxidaci, askorbatu pro S-nitrosylaci, hydroxylamin pro S-acetylaci). Dalsim krokem je
selektivni zachyceni proteinii obsahujicich volné thiolové skupiny na pevnou fazi,
nasleduje enzymatické Stépeni na chromatografické matrici, multiplexni isobarické
znaeni s pouzitim bud 1TRAQ (isobarické znacky pro relativni a absolutni
kvantifikaci; Ross et al., 2004) nebo multiplexni TMT (tandemové hmotnostni znacky;
Dayon et al., 2008) ¢inidel a konecna eluce zachycenych peptidi. Oznacené peptidy se
poté podrobi LC-MS/MS analyze pro identifikaci specifickych modifikovanych
cysteinovych zbytkt a kvantifikaci reverzibilnich modifikaci (Guo et al., 2013).

V porovnani s BST tento postup nabizi jednodus§i pracovni postup tim, ze
usnadiiuje pifimé zachyceni proteinti obsahujicich thiolové skupiny, po kterém nasleduje
enzymatické Stépeni a isobarické znaceni pfimo na matrici bez nutnosti ¢iSténi vzorku
pfed MS analyzou. Naproti tomu, BST vyzaduje navazani biotinovych znacek na
thiolové skupiny proteinti pfed zahus§ténim na avidinové koloné. Zadruhé, proces
kovalentniho zachyceni poskytuje vyssi specifitu a lepsi citlivost nez zahusténi na bazi
avidinu. V neposledni fadé je tento pfistup uCinngjsi pro umoznéni identifikace
a kvantifikace modifikovanych cysteinovych zbytkti na zakladé MS, protoze umoziuje
Sté€peni proteinti a multiplexni isobarické znaCeni na chromatografické matrici (Guo et

al., 2013).

2.5.3 Metody bez gelové separace

Proteomické pristupy selektivni pro cysteinové zbytky umoziuji jak kvantifikaci, tak
rovn€z identifikaci redoxné modulovanych proteind ¢i  St€penych peptidu
v komplexnich vzorcich, ¢imz prekonavaji nékterd omezeni metod, kterd jsou zalozena
na gelové separaci. VétSina téchto metod je zavisla na isobarickych a isotopickych

znackach selektivnich pro cysteinové zbytky, které umoziiuji zahusténi takto znaCenych
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peptidi ¢i proteini multiplexnim zpisobem. Navic poskytuji specifické informace o
ptislusnych typech redoxnich modifikaci cilovych cysteinovych zbytkt (Lennicke et al.,
2016).

2.5.3.1 OxICAT (Isotopicky znacené afinitni znacky)

Metoda oxICAT kombinuje znaceni thiolovych skupin pomoci technologie isotopové
kodovaného afinitniho znaceni (ICAT) zarovenn s metodou zahu$téni proteinovych
smési s modifikovanymi thiolovymi skupinami k ureni oxidacniho stavu proteind
pomoci MS analyzy. Komercné dostupné ICAT ¢inidla jsou derivaty vysoce
specifickych jodoacetamidi reagujicich s thiolovymi skupinami (Lindemann a Leichert,

2012).

Cinidlo ICAT se sklada z jodacetamidové &asti se §t&pitelnou biotinovou
znackou a 9uhlikatého , linkeru“. Jsou dostupna ve dvou isotopicky odlisnych formach
(Leichert ef al., 2008). Cinidlo oznalujici se jako ,lehké (light) obsahuje devét atom®
uhliku s nukleonovym ¢islem 12, zatimco ,,t¢zké“ (heavy) Cinidlo sice taktéz obsahuje
devét atomua uhliku, ale snukleonovym Ccislem 13. Obé formy maji tedy stejnou
chemickou strukturu a fyzikalné-chemické vlastnosti, ale 1i§i se molekulovou hmotnosti
0 9 Da (Lindemann a Leichert, 2012). V prvnim kroku dochazi k denaturaci proteint

13C-ICAT

Stépeni
G P

Cys —SH Cys =5 Redukce. CYs =S znaceni ( Cys tmpsbem | e
OxICAT TCEP Hs=( Cys it e
Cys =5-5~_Cys Cys =55-{ Cys Cys )~SH Y Cys )=5+’C-ICAT Purifikace
? ds-NEM )
Cys —SH Cys =S~0,NEM pegukcel Cys =S-GNEM  znaceni { Cys =S-CoN w‘;s:g“ RS
OxMRM s~ Cys = e
Cys =5-5~ Cys Cys )55~ Cys )™ oy D=sH Cys )~5-d,NEM Purifikace
: cysTMT127 :
SEp-sH Cys =5-120  Redukoe ! Cys =5- znaéeni € Cys )~5-126 “orer LC-MS/MS
i e HS=C Cys 197 Purifikace
Cys =5-5~ Cys Cys =55 Cys Cys —SH Cys =5-127

Obrazek 6. Schématické znazoméni tfech typt redoxnich proteomickych metod. A) V pripadé

OxICAT nejdfive dochazi ke znaceni redukovanych thiolovych skupin Pc- ICAT, nasledn¢ k
redukci ostatnich thiolovych skupin pomoci tris(2-karboxyethyl) fosfinu (TCEP) a znaceni
téchto vzniklych skupin 13C—ICAT; B) U metody OxMRM se proteiny inkubuji s d -NEM k
blokaci volnych thiolovych skupin, poté se nové vznikajici thiolové skupiny redukované
TCEP ozna¢i d-NEM; C) V piipadé¢ cysTMT jsou redukované thiolové skupiny nevratné
znaceny cysTMT znackami. Poté se oxidované thiolové skupiny redukuji pomoci TCEP
aoznaci se dal§imi znaCkami cysTMT, kter¢ se lisi od téch v prvnim kroku. Posledni
a spolecnym krokem pro vSechny metody je S$t€peni proteinti pomoci trypsinu a nasledna
analyza pomoci LC-MS/MS. Pfevzato a upraveno od Zhou et al., 2016.

31



k rozvinuti vys$Sich struktur a odhaleni vSech redukovanych cysteinovym zbytkam.
Nasleduje nevratné znaceni prostfednictvim ,lehké* formy cinidel. Poté za pomoci
silného redukcniho cinidla TCEP dojde k redukci vSech reverzibilné oxidovanych
cysteinovych zbytka téhoz vzorku a vSechny takto redukované thiolové skupiny jsou
modifikovany , tézkou“ formou cCinidel. Dulezitym aspektem je, Ze timto zpusobem
vznikaji chemicky identické proteiny, které se li§i pouze specifickou molekulovou
hmotnosti své znacky ICAT v zavislosti na jejich predchozim redoxnim stavu (Leichert

et al., 2008; Obr. 6A).

Po enzymatickém Sté€peni a afinitni purifikaci peptidi znacenych ICAT se
provede MS analyza pro kvantifikaci a tandemova MS/MS analyza pro identifikaci
peptidi. Na zakladé tohoto schématu metoda OxICAT detekuje vSechny reverzibilné
oxidované cysteiny, zatimco vys$i oxidacni stavy, jako jsou sulfinové a sulfonové
kyseliny, detekovat nedokaze (Leichert et al., 2008). Nahrazenim TCEP specifictejsimi
reduk¢énimi Cinidly, jako je Grx nebo ASC, umozni detekci S-glutationylace ¢i S-

nitrosylace (Jaffrey a Snyder, 2001; Lind et al., 2002).

U peptidi puvodné obsahujicich pouze redukované cysteinové zbytky se
predpoklada, ze poskytnou jediny hmotnostni pik, ktery odpovida , lehké* forme ¢inidla
ICAT. Naopak, peptidy obsahujici pivodné oxidované cysteinové zbytky budou
vykazovat hmotnosti, které jsou presné o 9 Da vySssi nebo jejich nasobky odpovidajici
poctu oxidaci na cysteinech. Predpoklada se, Ze mnoho bunéCnych proteind se
vyskytuje jak v oxidované, tak v redukované forme. Odpovidajici peptidy by tedy mély
byt pfitomny jak v ,lehké®, tak v , t€zké“ formé Cinidel ICAT. MS/MS analyza peptidi
se pouziva k identifikaci pfislusného proteinu a soucasné¢ k identifikaci cysteinu
(cysteind) citlivych na oxidaci. Metoda OXICAT poskytuje absolutni pomeér
redukovanych a oxidovanych proteinti v ramci jednoho vzorku. Diky tomu je OxICAT
idealni také pro analyzu zmén redoxniho stavu proteind v burikach vystavenych

stresovym podminkam (Leichert et al., 2008).

2.5.3.2 OxMRM (monitorovani vicenasobnych reakci)

OxMRM (multiple reaction monitoring) je metoda opét zalozena na MS analyze,
prostfednictvim které lze identifikovat peptidy obsahujici modifikované cysteinové
zbytky. Zahrnuje purifikaci proteina a diferencialni alkylaci pomoci stabilné znacenych

isotopi NEM. Lze ji pouzit prakticky na jakykoli vzorek proteini (Held a Gibson,
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2012). Experimentalni kroky metody OxXMRM jsou na velmi podobném principu jako
v piipadé metody oxICAT. Nejprve dochazi k ireverzibilni alkylaci volnych thiolovych
skupin neznaCenym NEM. Nasleduje redukce reverzibilné oxidovanych cysteinovych
zbytka a chemické znaCeni znacenou variantou NEM stabilnim isotopem (Obr. 6B). V
zavislosti na redukénim Cinidle 1ze zkoumat nékolik typt oxidace. Askorbat sodny se
pouziva pro S-nitrosylované thiolové skupiny, arseni¢nan sodny selektivné ptisobi na
sulfenové kyseliny a silna redukéni €inidla, jako je DTT nebo TCEP, ovliviiuji vSechny

reverzibilni oxidacni stavy cysteinu (Lennicke ef al., 2016)

Rozdilné alkylované proteiny, které jsou predmétem zajmu, se poté precisti
pomoci specifickych protilatek a nasledn€ podrobi enzymatickému Stépeni (nejcastéji
pomoci trypsinu) na smeés peptiduy, ktera se analyzuji pomoci LC-MRM-MS (Held et al.,
2010).

Uskali této metody spolivaji v potieb& specifické protilatky k purifikaci
studovaného proteinu a v predchozi znalosti peptidu nesouciho oxidovany cystein, aby
bylo mozné navrhnout spravny MRM experiment. Navzdory témto omezenim OxXMRM
profituje z vysoké citlivosti a reprodukovatelnosti metody a muaze byt tak vyuzita ke
kvantifikaci specifickych cysteinovych zbytkt nachylnych k oxidaci v cilovych

proteinech jak s vysokou, tak dokonce i s nizkou abundanci (Lennicke ez al., 2016).

2.5.3.3 CysTMT (tandemova hmotnostni znacka)

Metoda tandemové hmotnostni znacky (TMT) je dobfe zavedenou metodou hmotnostni
analyzou, jez umoziuje soucasnou identifikaci a multiplexni kvantifikaci proteind
v rozdilnych vzorcich (Calabrese et al., 2015). CysTMT je odvozena od TMT a je
zaméfena na cysteinové zbytky. Specifita vuci cysteinovym zbytkim byla zabezpeCena
zmeénou reaktivni skupiny (z amidové skupiny na skupinu pyridyldithiovou). Poskytuje
vyhodu vicenasobnych isobarickych znacek s reportérovymi ionty o hmotnostech mezi
126 a 131 Da beéhem nasledné analyzy pomoci LC-MS/MS. Pravé kvuli témto
raznorodym isobarickym znackam tato metoda umoziuje efektivni multiplexni analyzu
(Murry et al., 2012). Cinidla cysTMT obsahujici n&kolik isobarickych (hmotnostnich

a strukturnich) izomera je mozné pouzit k ireverzibilnimu znaceni-SH skupin (Obr. 6C).

Postup pfi znaceni je principialné podobny jako u metody oxICAT. Jednotliva
¢inidla specificky reaguji s redukovanymi cysteinovymi zbytky v proteinech. Oznacené

vzorky se nasledné smichaji dohromady a enzymaticky (nejCastéji pomoci trypsinu) se
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Stépi na peptidy. Smés peptidi, které obsahuji rizné modifikované cysteinové zbytky se
podrobi LC-MS/MS analyze (Murry et al., 2012). Nasleduje identifikace podle mista
znaCeni a kvantifikace vypoctem poméri mezi jednotlivymi Sesti reportérovymi ionty
(Kohr et al., 2012). Pomoci této metody lze také zjistit a objasnit samotné misto oxidace
mapovanim ziskané peptidové sekvence, ze které se muze ziskat sekvence celého
proteinu (Murry et al., 2012). Pro pfesnou identifikaci obsazenosti cysteinovych zbytku
S-nitrosylaci byl pocate¢ni krok blokace nahrazen pifimym znaCenim volnych
thiolovych skupin isobarickou znackou. Po redukci S-nitrosylovanych thiolovych
skupin askorbatem sodnym jsou nasledné oznaceny jinou isobarickou znackou (Kohr et

al., 2012).

Ve srovnani s tradi¢ni technikou ICAT poskytuje tato metoda vyrazné vyhody,
veetné trvalé a stabilni hmotnostni znacky. U metody ICAT totiz dochéazi k Castecné
fragmentaci uz v kolizni cele hmotnostniho spektrometru a poskytuje velmi slozita
hmotnostni spektra. Dalsi vyhodou je pouziti az Sesti isotopicky identickych

reportérovych iontli o hmotnostech od 126 do 131 Da (Lennicke ef al., 2016).

Z metody CysTMT se vyvinuly i dal§i metody, jako napfiklad CysTMTRAQ,
ktera kombinuje metodu TMT a iTRAQ (Isobaric tag for relative and absolute
quantitation). Touto kombinaci vznikla strategie dvojiho znafeni pro soucasnou analyzu
redoxniho stavu thiolovych skupin a samotné abundance proteint (Parker et al., 2015).
Mirnou modifikaci ¢inidel CysTMT doslo k vytvoteni novych ¢inidel a metody, ktera se
oznacuje jodoTMT, Opét dochazi ke specifické reakci mezi Cinidly a thiolovymi
skupinami prostfednictvim IAM skupiny. V pribéhu metody lze sériové provadét
nekolik redukcnich reakci, které vedou ke specifické identifikaci urcité redoxni
modifikace a zaroveni od sebe muzeme tyto modifikace spolehlivé odlisit (Pan et al.,

2014).
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2.6 Patelliny a jejich funkce u rostlin
2.6.1 Uvod

Fosfatidylinositol (PtdIns) je minoritni fosfolipid ve vétSiné eukaryotickych bunék,
ktery se vyhradné vytvaii v endoplasmatickém retikulu pasobenim PtdIns syntasy
(Balla, 2013). I ptes nizké zastoupeni jsou PtdIns v eukaryotickych buiikach nezbytnou
soucasti. Jsou prekurzorem pro fosfoinositidy vznikajici pomoci specifickych

lipidovych kinas, jez modifikuji inositolovou skupinu PtdIns (Huang et al., 2016).

Fosfoinositidy jsou velmi uziteCné univerzalni signalni molekuly ve vSech
eukaryotickych burikach. Slouzi nejen jako prekurzory pro dal§i rozpustné a lipidové
sekundarni posly, ale vytvareji zaklad dulezitych a rozmanitych signalnich drah
(Michell, 2008; Balla, 2013). Pfispivaji k sestaveni chemicky odliSnych struktur na
povrchu membran umoznujicich prostorovou a ¢asovou regulaci proteint. Pasobi také
jako alosterické regulatory mnoha enzymu (Brown et al., 2001) a iontovych kanalt

(Rjasanow et al., 2015).

PtdIns jsou transportovany pomoci fosfatidylinositol transportnich proteint
(PITP). Jsou schopny prenaset PtdIns nebo fosfatidylcholin (PtdCho) mezi jednotlivymi
membranami a stimulovat tak rozdilné signalni drahy, véetné exocytosy indukované
Ca’* a tvorbu vesikul v trans-Golgiho aparatu (Simon et al., 1998). Uvadi se, ze PITP se
podileji na regulaci aktivit PtdIns kinas tim, ze napomahaji PtdIns 4-OH kinasam
prekonat jejich neschopnost ucinn€é vyuzivat substraty PtdIns ulozené v membrané
(Bankaitis et al., 2010). PITP jsou tedy nezbytné pro metabolismus fosfoinositidi a

pfenos signalu.

Mezi PITP se radi tzv. proteiny podobné Secl4. U vysSich eukaryotnich
organismu jsou tyto proteiny exprimovany ve vysoké mife. Napfiklad A. thaliana
exprimuje 32 riznych zastupcu této proteinové rodiny. Tyto proteiny zahrnuji rozmanité
spektrum uspofadani domén — od specifickych dvoudoménovych proteini Secl4-
nodulin, pfes proteiny Sec14-GOLD, které se také vyskytuji u jinych mnohobunécnych

eukaryot, az po proteiny Sec14 obsahujici pouze jednu doménu (Huang et al., 2016).

2.6.2 Secl4 s doménou GOLD — Patelliny
Patelliny (PATL) jsou typické Secl4 proteiny obsahujici doménu GOLD patiici do
rodiny PITP (Peterman et al., 2004; Tejos et al., 2018). Uvadi se, ze PATL proteiny

vznikly pomérné pozde behem evoluce (Huang et al., 2016). Ze strukturniho hlediska se
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rodina proteini PATL vyznacuje dvéma konzervovanymi doménami, které jsou taktéz
pozorovany u jinych proteind souvisejicich s membranovym transportem. Obsahuji
doménu Secl4p a doménu GOLD, ktera nasleduje za N-koncovou variabilni doménou
(Peterman et al., 2004). Doména GOLD se hojné vyskytuje ve skupiné€ proteind
souvisejicich s funkci v Golgiho aparatu, homeostdzou membran a s transportem

vesikul (Peterman et al., 2004).

Fylogenetickd analyza identifikovala v rostlinné fi§i 44 sekvenci PATL

(Peterman et al., 2006). Rostlinné proteiny podobné PATL lze rozdélit do Ctyf riznych
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_E ATI1GS55840
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AT5G63060
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Obrazek 7. Fylogeneticky strom Secl4 podobnym proteiniim v A.
thaliana. Vypracovano na zaklad¢ nukleotidové sekvence vazebné
doména pro lipidy. 32 proteina z A. thaliana. Cerveny rameéek
oznacuje podrodinu PATL. Prevzato od Zhou et al., 2019.
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tfid a kazda jedna skupina obsahuje specifické odli§nosti v doméné GOLD (Obr. 7).
Z toho vyplyva, ze u kazdé skupiny doSlo k zdméné aminokyselin (Peterman et al.,
2006). C-konec domény GOLD u PATL je bohaty na lysin a ma konzervovany motiv,
ktery je velmi podobny motivu vazebné domény u mnoha proteini souvisejicich
s membranovym pienosem (Peterman et al., 2004). Proteiny PATL u A. thaliana také
obsahuji variabilni doménu na N-konci, ktera se 1isi jak délkou, tak aminokyselinovym
slozenim (Peterman et al., 2004, 2006). Dulezité je, ze ve variabilni doméné existuje
motiv PXXP, ktery by mohl hrat roli v cytoskeletalni dynamice i transportu mezi
membranami. U proteini PATL se rovnéz nachazi motiv, ktery pravdépodobné slouzi

pro protein-proteinove interakce (Peterman et al., 2004).

Vsichni zastupci PATL jsou funkéné spojeni s membranovym systémem
a zaroven vykazuji vyraznou lokalizaci v bunécné desti¢ce beéhem cytokineze (Tejos et

al., 2018), coz poukazuje na jejich regulacni funkci béhem bunécného déleni

v rostlinnych burikach, ackoli zakladni mechanismus jesté nebyl objasnén (Peterman et
al., 2004). PATLI1 je periferni membranovy protein, ale Castené se nachazi
i v cytoplasmé. Je distribuovan v celé bunécné desticce, hlavné v oblasti, kde dochazi
k diferenciaci a zrani desticky (Peterman et al., 2004). Subcelularni lokalizace PATL2
je podobna jako u PATLI1. PATL2 se béhem cytokineze soustfeduje na bunécné

desti¢ce a doCasné se udrzuje v rovin€ bunéného déleni i po dozrani bunééné desticky

(Suzuki et al., 2016; Tejos et al., 2018).

PATL jsou exprimovany v odli§nych, ale Castecné se prekryvajicich motivech.
Jsou vSudypfitomné exprimovany v riaznych organech a ve vSech fazich embryogeneze.
PATLI je exprimovan v celém kofenovém meristému (RAM; Tejos et al., 2018). I kdyz
se PATL2 podoba v expresnim vzoru PATLI, tak je navic lokalizovan v burkach
pericyklu elongacni zon¢€ kotfene a mohl by se podilet na vyvoji postrannich kofenovych
primordiich (LRP; Tejos et al., 2018). Exprese a lokalizace PATL3, PATL4 a PATL6
jsou uzce spojeny s pletivy s vysokou mitotickou aktivitou, véetné RAM, LRP, embryi
a prekurzorovych buné€k priduchti. PATL3 se exprimuje spiSe ve vnéjsich bunécnych
vrstvach (epidermis, buiky kortexu), zatimco PATL4 a PATL6 v bazalnim kofenovém

meristému, LRP a plasmatické membrané délicich se bunék (Tejos et al., 2018).

Jednotlivé PATL proteiny maji rozdilnou vazebnou schopnost interagovat

s fosfolipidy. PATLI1 je schopen véazat PtdIns, PtdCho a fosfatidylethanolamin (PtdEth),
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kdezto k PtdIns(4)P a PtdIns(3,5)P2 ma nizkou afinitu a PtdIns(3,4)P> nevaze vubec.
Oproti tomu, PATL2 dokaze vazat vSech sedm fosforylovanych forem PtdIns (Peterman
et al., 2004). Vazebna sila klesa od monofosforylovanych, kde je nejvySsi, az po
trifosforylované, kde je nejnizsi (Suzuki et al., 2016). PATL3 vaze PtdIns(4,5)P2 a
PtdIns(4)P (Wu et al., 2017). U zbyvajicich zastupcu jejich afinita k fosfolipidim

zkoumana nebyla.

Objevuje se ¢im dal vice védeckych studii poukazujicich na dulezitou funkci
PATL jakozto regulatord signalnich drah. PATL1 v A. thaliana interaguje s mnoha
proteiny, napt. SOS1 (Salt overly sensitive 1; Zhou et al., 2018) nebo s calmodulinem 4
(CaM4; Chu et al., 2018). Spole¢né s proteinem SOS1 je PATL1 zapojen do regulace
iontové homeostazy. U parll mutantnich rostlin byla aktivita Na*/H* antiportéru
vyrazné snizena. Také se podili na redoxni homeostaze béhem solného stresu (Zhou et

al., 2018).

Existuje také experimentalni dikaz pifimé interakce mezi PATL1 a CaM4.
Mutantni rostliny patll vykazovaly vyssi odolnost vuci mrazu. Predpoklada se, Ze
CaM4 negativné reguluje toleranci k mrazu prostfednictvim interakce s PATLI1
v A. thaliana (Chu et al., 2018). Kromé toho se PATL1 muze také podilet na transportu
vesikul, ktery je zprosttedkovan AMSH3 (associated molecule with SH3 domain; Isono
et al., 2010). Vzhledem k tomu, ze AMSH3 je moznym regulatorem autofagie u rostlin,

PATL1 by mohl hrat roli i v regulaci autofagie (Katsiarimpa et al., 2013).

PATL2 je v nékterych piipadech fosforylovan prostrednictvim MPK4 na pozici
serin536. Vlivem této fosforylace dochazi ke zméné vazebné sily vuci jednotlivym
fosforylovanym formam PtdIns, coz naznacuje roli kaskddy MPK4-PATL2 b&hem
cytokineze u rostlin (Suzuki et al., 2016). PATL2 muze byt taktéz fosforylovan pfi
solném stresu, ackoli tato fosforylace nemusi byt zprostiedkovana MPK4 (Hsu et al.,
2009; Suzuki et al., 2016). PATL2 tedy u rostlin pravdépodobné funguje také jako

mozny regulator tolerance rostlin vii¢i solnému stresu.

PATL3 a PATL6 interaguji s pohybovym proteinem (MP) viru mozaiky
vojtésky (Alfalfa mosaic virus, AMV), coz poukazuje na moznou roli PATL v regulaci
Sifeni virovych Castic v pletivech (Peiro et al., 2014). Subcelularni lokalizace odhalila,
ze PATL3 a PATLO6 mohou snizovat pohyb virovych ¢astic tim, ze zabraiuji MP cilit

do plasmodesmat, ptes které se prenaseji v pletivech a organech rostlin.
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GOLD doména PATL3 interaguje s EXO70A1 (Wu et al., 2017). EXO70AL1 je
soucasti komplexu exocyst, ktery pied fuzi pritahuje vesikuly pro transport do cilovych
mist noveé vznikajici plasmatické membrany. Je také zapojen do cytokineze rostlin (Wu
a Guo, 2015). Jak PATL3, tak EXO70A1 vazou fosfoinositid, ktery by mohl pomoci
pritahnout cilové proteiny k membrané. Ve skuteCnosti by vSechny ostatni PATL kromé
PATLS mohly interagovat s EXO70A1 (Wu et al., 2017). Je mozné, ze EXO70AL1 hraje
klicovou roli v lokalizaci PATL do raznych membranovych systémia zpusobem

nezavislym na exocystu.

Geny PATL jsou regulované auxinem. Mutantni linie patl2, patl4, patl5 a patl6
vykazovaly vyrazné defekty v transportu a distribuci auxinu. Jsou také vyzadovany pro
auxinem zprostiedkovanou regulaci vyvoje a velikosti kofenového meristému a
gravitropického rustu (Tejos et al., 2018). Hraji klicovou roli ve vyvoji a organizaci
embrya a organogenezi, pfi¢emz jsou navzajem redundantni. PATL se tak mohou
podilet na zpétné vazbe auxinu na polarizovanou lokalizaci PIN (auxinovy transportér)

v rostlinach (Tejos et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Biologicky material

V prabéhu diplomové prace byla pouzity rostliny Arabidopsis thaliana:

e Ekotyp Columbia (Col0) — rostliny divokého typu

e T-DNA mutantni linie fsd1-1 (SALK 029455, Dvortak et al., 2021a)

e T-DNA mutantni linie fsd1-2 (GabiKat 740E11, Dvorték et al., 2021a)

e T-DNA mutantni linie patl4-1 (SALK 139423; Tejos et al., 2018)

e T-DNA mutantni linie patl4-2 (GabiKat 091407)

e Komplementovana linie proPATL4::GFP:PATL4 (poskytnuto prof. J. Frimlem;
Tejos et al., 2018)

3.2 Pfistroje a pomicky

e Amicon Ultra 0,5 ml, centrifuga¢ni kolony (Merck Millipore)

o Allegra 64R, chlazena centrifuga (Beckman Coulter)

e Axio Imager 2, epifluorescencni mikroskop (Carl ZEISS)

e Axio Zoom V16, stereo zoomovaci mikroskop (Carl ZEISS)

e Bond Elut C18, C18 kolony (Agilent Technologies)

e Digestof (Merci)

e Elektromagnetickd michacka (Boeco)

e Fytotron, kultiva¢ni mistnost (Weiss)

e Gel Doc EZ Imager, dokumentacni pfistroj (Bio-Rad)

e ChemiDoc MP Imaging Systém, dokumentacni pfistroj (Bio-Rad)

e Infinite M Nano, spektrofotometr (TECAN)

e Laminarni box (Merci)

e LSM 710, Axio Imager 2, konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (Carl
ZEISS)

e Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electroforesis Cell, aparatura pro SDS-PAGE
elektroforézu (Bio-Rad)

e pH metr (Eutech Instruments)

e Pipety s rozsahem 2,5; 10; 100; 200; 1000 ul (Eppendort)

e Plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 a 2 ml (Eppendorf)

e Plastové Spicky (Eppendorf)
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e Simplicity Water Purification System, purifikace vody (Merk)

e T100 Thermal Cycler, PCR termocyklér (Bio-Rad)

e TransBlot Turbo Transfer System, pfistroj pro velmi rychly pfenos proteinti na
membranu (Bio-Rad)

e Vortex Genie 2, vortex (Scientific Industries)

o XA 110/2X, analytické vahy (Radwag)

3.3 Chemikalie

e 2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich)

e 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova  kyselina (HEPES; Sigma
Aldrich)

e 4-acetamid-4'-maleimidylstilben-2,2"- disulfonova kyseliny (AMS; Sigma
Aldrich)

e 4x Laemlli vzorkovy pufr (Bio-Rad)

e  80% aceton (Merck)

e Acetonitril (Sigma Aldrich)

e Agarosa (Sigma Aldrich)

e Anti o-tubulin primarni protilatka (Agrisera)

e Anti-CAT primarni protilatka (Agrisera)

e Anti-HSP70 priméarni protilatka (Agrisera)

e Anti-rabbit sekundarni protilatka konjugovana s kfenovou peroxidasou

e Bradfordovo Cinidlo Protein Assay Dey Reagent Concentrate (Bio-Rad)

e (larity Western ECL Substrate (Bio-Rad)

e cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

e Deoxyribonukleotidy

e Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (NacEDTA; Sigma
Aldrich)

e Dihydrat molybdenanu sodného (NaxMoO4*2H>0; Sigma Aldrich)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4; Sigma Aldrich)

e Dihydrogenfosofre¢nan sodny (NaH>PO4; Sigma Aldrich)

e Dithiothreitol (DTT; Sigma-Aldrich)

e DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific)

e Dodecylsulfat sodny (SDS; Sigma-Aldrich)
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Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES;
Biochemie)

Dusic¢nan draselny (KNO3; Sigma Aldrich)

EZ-Link Maleimide-PEG1i-Biotin (Thermo Scientific)

Fluorid sodny (NaF; Sigma Aldrich)

Gellan gum (Sigma-Aldrich)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)

Glycerol (Sigma Aldrich)

Glycin (Sigma Aldrich)

Heptahydrat siranu hotfe¢natého (MgSO4*7H>0; Sigma Aldrich)
Heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4*7H>0; Sigma Aldrich)
Heptahydrat siranu zeleznatého (FeSO4*7H>0; Sigma Aldrich)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl,*6H>0; Sigma Aldrich)
Hoveézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich)

HPLC voda (Sigma Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (NaHPO4; Sigma Aldrich)
Hydrogenuhlicitan amonny (NH4sHCOs3; sigma Aldrich)
Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich)

Hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich)

Chlorid véapenaty (CaClz; Sigma Aldrich)

Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich)

Isopropanol (Sigma Aldrich)

Jodacetamid (IAA; Sigma Aldrich)

Duchefa

Kit pro méfeni koncentrace proteinti pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA;

Thermo Scientific)

Komeréni smés akrylamidu a N, N'-methylenbisakrylamidu v poméru 37,5:1,

40% (Bio-Rad)

Komer¢ni DNA extrakéni pufr, soucast kitu ,Phire Plant Direct PCR kit*

(Thermo Scientific)

Kyselina borita (H3BO3; Sigma Aldrich)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA; Sigma Aldrich)
Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich)
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Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich)

Kyselina trifluoroctova (TFA; Merck)

Methanol (Sigma Aldrich)

Methoxy polyethylen glykol maleimid (5 kDa; Thermo Scientific)
Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics)
Mocovina (Sigma Aldrich)

Murashige & Skoog médium, basal salt mixture (MS; Duchefa Biochemie)
N, N, N’ N'-tetrametylethylendiamin, 99% (TEMED; Sigma Aldrich)
N-ethylmaleimid (NEM; Sigma Aldrich)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina (HEPES; Duchefa
Biochemie)

Odtu¢néné susené mléko Blooting Grade Blocker (Bio-Rad)
Pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4*5H>0; Sigma Aldrich)
Persiran amonny (APS; Bio-Rad)

Phire Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific)

Phire Plant Direct PCR kit (Thermo Scientific)

PhosSTOP (Roche)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Protein Assay Dey Reagent Concentrate (Bio-Rad)

Sacharosa (Penta Chemicals)

Specifické primery (Eurofins Genomics)

Tandem Mass Tag (TMT) znacky (Thermo Scientific)

Tekuty dusik (Messer Technogas)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Ca(NO3)2*4H>0; Sigma Aldrich)
Tetrahydrat chloridu manganatého (MnCl>*4H>0; Sigma Aldrich)
TGX Stain Free FastCast Acrylamide Kit, 10%, 12% (Bio-Rad)
Thiol-sepharosa 4B (Sigma Aldrich)
Tris(hydroxymetyl)aminomethan (Tris; Sigma Aldrich)

TritonX-100 (Sigma Aldrich)

Tween 20 (Signa Aldrich)

UltraPure DNase/RNase-free destilovana voda (Invitrogen)
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3.4 Roztoky a jejich slozeni

15 MS médium (1000 ml): 10 g sacharosy; 0,5 g MES; 2,15 g MS médium, basal
salt mixture; 6 g Gellan Gum; pH 5,8 (upraveno pomoci KOH). Objem doplnén
do 1000 ml deionizovanou vodou. Sterilizace pomoci autoklavovani

1% (w/v) agarosovy gel (100 ml): 100 ml TAE, 1X; 1 g agarosa; a 4 pul Midori
Green Advance DNA/RNA stain

ARA médium (1000 ml): 10 g sacharosy; 0,5 g MES; 0,5 g CaCly, 100 ml
makroelementll; 1 ml mikroelementd, 10 ml roztoku zeleza, 6 g Gellan Gumu;
pH 5,8 (upraveno pomoci KOH)

DTT (1 mol-1'")

Extrakéni pufr pro redoxni posun proteint (50 ml): 0,6057 g Tris, pH 7,5
(upraveno pomoci KOH); 0,292 g NaCl; 2 g SDS; 0,0186 g EDTA; 0,06265 g
NEM

Extrakeéni purf pro redoxni proteomickou analyzu (50 ml): 0,2383 ¢ HEPES, pH
7,7 (upraveno pomoci NaOH); 0,292 g NaCl; 50 ul 0,5 mol-1"" EDTA; 250 ul
TritonX-100; 0,5 g SDS; 0,6265 g NEM p

Makroelementy, 10X (1000 ml): 5,06 g KNOs3; 3,4 g KHoPOs4; 493 g
MgS04*7H20; 4,72 g Ca(NO3),*4H>0

Mikroelementy, 1000X (250 ml): 1,075 g H3BO3; 0,56 g MnCL*4H>0; 0,0125 g
NaxMoO4*2H,0; 0,145 g NaCl; 0,0725 g ZnSO4*7H20; 0,625 mg
CoCl2*6H20; 0,62 mg CuSO4*5H20

Na fosfatovy pufr (100 ml): 25 ml 0,2 mol-1"! pufru smichaného z NaH,POs a
Na;HPO4 v poméru 1:15, pH 7,8; 10 ml glycerolu; 17,6 mg kyseliny L-
askorbové; do konecného objemu byl roztok doplnén deionizovanou vodou
Obohacovaci purf pro redoxni proteomickou analyzu (50 ml): 0,5956 g HEPES,
pH 7,7 (upraveno pomoci NaOH); 100 ul 0,5 mol-1"' EDTA

Persiran amonny 10% (w/v)

Promyvaci purf pro redoxni posun proteini (50 ml): 0,6057 g Tris, pH 7,5
(upraveno pomoci KOH); 0,292 g NaCl; 2 g SDS

Pufr pro SDS-PAGE (1000 ml): 3 g Tris; 14,4 g glycin; 1 g SDS; a doplnéni
objemu 1000 ml deionizovanou vodou

Resuspendacni pufr pro redoxni proteomickou analyzu (50 ml): 2,979 g HEPES,
pH 7,7 (NaOH); 24,024 g mocoviny; 0,05 g SDS
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Resuspendacni purf pro redoxni posun proteintt (50 ml): 0,6057 g Tris, pH 7,5
(upraveno pomoci KOH); 0,292 g NaCl; 2 g SDS; 0,77125 g DTT

Roztok pro ptipravu rozdélovaciho polyakrylamidového gelu, 10% (10 ml): 2,5
ml akrylamid/N, N'-methylenbisakrylamidu; 2,5 ml Tris-Cl, 1,5 mol-17, pH 8.8;
4,95 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; a 50 ul APS, 10% (w/v)

Roztok pro ptipravu rozdélovaciho polyakrylamidového gelu, 12% (10 ml): 3 ml
akrylamid/N, N'-methylenbisakrylamidu; 2,5 ml Tris-Cl, 1,5 mol-17, pH 8.8;
4,45 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; a 50 ul APS, 10% (w/v)

Roztok pro ptipravu rozdélovaciho polyakrylamidového gelu, 8% (10 ml): 2 ml
akrylamid/N, N'-methylenbisakrylamidu; 2,5 ml Tris-Cl, 1,5 mol-17, pH 8.8;
5,35 ml deionizovana voda; 5 ul TEMED; 50 ul APS, 10% (w/v)

Roztok Ponceau S (200 ml): 0,2 g Ponceau S; 10 ml kyseliny octové; a doplnéni
objemu do 200 ml deionizovanou vodou

Roztok zeleza, 100X (50ml): 0,1861 g NaoEDTA; 0,05575 g FeSO4*7H,0

TAE, 50X: 121 g Tris; 28,55 ml vychlazené octové kyseliny; 50 ml 0,5 mol-1"!
EDTA, pH 8.

Tris buffer saline s pfidavkem Tween 20 (TBS-T; 1000 ml): 2,42 g Tris; 8,78 g
NaCl; pH 7.4 (upraveno pomoci HCl); doplnéni do 999 ml deionizovanou vodou
a 1 ml Tween 20

Tris-Cl, 0,5 mol-1"!, pH 6,8 (500 ml): 30 g Tris, pH 6,8 (HCl); a doplnéni do
objemu 500 ml deionizovanou vodou

Tris-Cl, 1,5 mol-1"!, pH 8,8 (500 ml): 90,75 g Tris; pH 8,8 (HCI); a doplné&né do
objemu 500 ml deionizovanou vodou

Tris-glycinovy pufr (1000 ml): 3 g Tris; 14,4 g glycin; a doplnéni do objemu
1000 ml deionizovanou vodou

Zaostfovaci gel, 4% (5 ml): 0,5 ml akrylamid/N, N'-methylenbisakrylamidu;
1,26 ml Tris-Cl, 0,5 mol-1"!, pH 6.8; 3,23 ml deionizované vody; 5 ul TEMED; a
25 ul APS, 10% (w/v)

3.5 Metody

3.5.1 Priprava kultivacnich médii

Kultivacni média (*2 MS médium a ARA médium) byla pfipravena podle Murashige a

Skoog (1962). Navazky a slozeni jsou uvedeny v sekci 3.4 Roztoky a jejich slozeni. Po
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navazeni a odméfeni jednotlivych komponent byly rozpustény ve sterilni destilované
(MilliQ) vodé. Pred pfidanim zpeviiovaci latky bylo pH roztoku upraveno na hodnotu
5,8 pomoci 1 mol-1! roztoku KOH. Takto pfipravené médium bylo pfelito do
sklenénych lahvi. Lahve byly naplnény vzdy do poloviny celkového objemu z divodu
nasledné sterilizace autoklavovanim. S médii bylo manipulovano v aseptickych

podminkach.

3.5.2 Povrchova sterilizace semen A. thaliana

Zrala a oCi§téna semena A. thaliana byla prenesena do 2 ml Eppendorf zkumavky. Jako
prvni byl pfidan 1 ml 70% (v/v) ethanolu a po dobu 5 minut byla semena protfepavana,
aby 70% (v/v) ethanol omyl vSechna semena. Po uplynuti zminéné doby byl ethanol
odsan pomoci automatické pipety a nahrazen 1 ml 96% (v/v) ethanolu. Jim byla semena
promyvana 1 minutu. Opét po uplynuti doby byl ethanol odsan a semena byla tfikrat
promyta sterilni deionizovanou vodou. Takto sterilizovana a promytd semena byla
nasata automatickou pipetou a rozprostiena na sterilni filtratni papir umistény
v okrouhlé Petriho misce. Po odpafeni zbytkové vody byly misky uzavieny parafilmem

a uchovany v lednici pti 4°C.

3.5.3 Invitro kultivace rostlin A. thaliana

Sterilni semena A. thaliana byla v aseptickych podminkéach pfenesena pomoci sterilnich
drevénych paratek z filtraéniho papiru na povrch kultivaéniho média. Petriho misky
byly nésledné uzavieny dvéma vrstvami parafilmu a vrstvou papirové pasky. Petriho
misky s nasazenymi semeny byly stratifikovany 1-2 dny pifi 4°C. Po uplynuti
stratifikacni doby byly misky preneseny do kultivaéni mistnosti, kde byly potiebnou
dobu kultivovany pii 22°C, dennim rezimu: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkosti

a intenzité osvétleni 150 umol - m -s7..

3.5.4 Ovlivnéni rostlin MV

Po 14denni kultivaci byly semenacky premistény z tuhého 2 média do jamek 6jamkové
plastové desticky, ve kterych bylo vzdy shodné 8 ml tekutého média. Kontrolni vzorky
(,,mock control“ pozdé&i ve vysledcich jako ,,C*) byly inkubovany v tekutém médiu bez
pridavku jakékoli jiné chemikalie. Vzorky ovlivnéné MV byly inkubovany v tekutém
médiu s ptidavkem 1 umol-1"! MV (ve vysledcich oznacovany jako , P*). Inkubace

probihala po dobu 30 minut v kultivacni mistnosti pfi zvySené intenzité¢ osvétleni 180
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umol-m™-s!. Takto byly pfipraveny a ovlivnény vzorky pro redoxni proteomickou

analyzu a redoxni posun proteind.

3.5.5 Redoxni proteomicka analyza

Metodicky postup pii piipraveé vzorkd pro redoxni proteomickou analyzu byl nejdiive
modifikovan pro vyuziti v oblasti rostlinné biologie (Guo et al, 2013). Rostlinny
material uchovavany pti -80°C byl homogenizovan pomoci tekutého dusiku, tloucku a
tfeci misky. Homogenat byl prenesen pomoci laboratorni 1zicky do pfedem oznacenych
2 ml Eppendorf zkumavek. Do takto pfipraveného rostlinného materialu byl piidan
extrakéni pufr (slozeni uvedeno v sekci 3.4 Roztoky a jejich pfiprava). Vzorky se
inkubovaly 1 hodinu pfi laboratorni teploté s obasnym promichanim. Nasledovala
centrifugace pii 10 000 g, 10 minut, pii 4°C. Supernatant byl pfenesen do €istych 2 ml
Eppendorf zkumavek a proteiny byly ptes noc precipitovany pomoci 80% (v/v) acetonu
pii -20°C. Pelet ziskanych proteind byl 3x promyt 80% (v/v) acetonem. Poté byl
vysuseny pelet rozpustén v resuspendacnim pufru (sloZzeni uvedeno v sekci 3.4 Roztoky
a jejich priprava). Po dikladném rozpusténi bylo pfidano DTT (koncentrace zasobniho
roztoku 1 moll?; vyslednd koncentrace 10 mmoll!) a vzorky byly inkubovany 1
hodinu pfi pokojové teploté pii stalém trepani 250 R.P.M. Po uplynuti inkubacni doby
byly vzorky promyty pomoci Amicon Ultra 0,5 ml kolon (Merck Millipore), nejdiive

pomoci 8 mol1! modoviny a naslednd HPLC vody podle instrukci vyrobce.

Po precisténi nasledovalo meéfeni koncentrace proteini pomoci Bradfordovy
metody (Bradford, 1976). Tato metoda je zalozena na posunu absorpcniho maxima
Coomassie Briliant Blue G-250 z hodnoty 465 nm na 595 nm. Pfi této vinové délce také
dochazi ke spektrofotometrickému méfeni. Metoda byla provedena v 96jamkové
desticce, kdy kazda jamka shodné obsahovala: 239 ul vody, 60 ul barviva (,,Protein
Assay Dey Reagent Concentrate®, Bio-Rad) a 1 pl vzorku. Smés byla promichéna
pipetovanim a nechala se inkubovat 10 minut pii laboratorni teploté. Poté doslo k
meéfeni absorbance pfi 595 nm ve spektrofotometru Infinite M Nano (TECAN).
Koncentrace proteint byla posléze stanovena na zakladé kalibra¢ni kiivky sestavené ze

znamych hodnot hmotnosti hovéziho sérového albuminu (BSA) v roztoku.

Vzorky byly nasledné upraveny tak, aby v kazdém vzorku bylo 100 ug proteint a
konecny objem 120 pl. Poté byly pfidan roztok DTT (koncentrace zasobniho roztoku 1
moll'; vysledna koncentrace 25 mmoll') a 10% (w/v) SDS. Vzorky byly nasledné
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naneseny na thiol-sepharosu 4B, kterd byla pfipravena v chromatografickych
kolonkach. Zde doslo k zachyceni ptuvodné oxidovanych proteini (DTT zpusobilo
jejich redukci), které byly poté promyty 8 moll! mo&ovinou, 2 mol1! NaCl, roztokem

80% (v/v) acetonitrilu s 0,1% (v/v) TFA a 25 mmol1' HEPES.

Precisténa proteinova smeés zachycena na thiol-sepharose 4B byla enzymaticky
Stépena pomoci trypsinu pres noc pii 37 °C za stalého tiepani 550 R.P.M. Nasledovalo
precisténi celé smési pomoci 8 mol 1! mocoviny, 2 mol 1! NaCl, roztokem 80% (v/v)
acetonitrilu s 0,1% (v/v) TFA a 25 mmol1! HEPES. Jednim z poslednich kroki bylo
znaCeni peptidd pomoci , Tandem Mass Tags“ znaCek (TMT; Thermo Scientific).
Stépené peptidy byly sroztoky TMT znatek inkubovany 1 hodinu pii laboratorni
teploté za stalého trepani pti 500 R.P.M podle instrukci vyrobce.

Eluce Stépenych a znaCenych peptidi probihala pomoci nékolika roztoku: (i) 25
mmol1!' NH4HCO; a 20 mmol 1! DTT; (ii) 25 mmoll' NHsHCO3, 20 mmoll! DTT,
80% (v/v) acetonitril, 0,1% (v/v) TFA; (iii) 80% (v/v) acetonitril a 0,1% (v/v) TFA.
Mezi jednotlivymi roztoky byla vzdy 10minutova inkubace za laboratorni teploty. Poté
se musely vzorky vysusit pomoci pfistroje SpeedVac. Pelet byl nasledné rozpustén v 25
mmoll! NHsHCOs. Peptidy byly poté redukovany pomoci DTT (koncentrace
zésobniho roztoku 1 moll'; vysledna koncentrace 50 mmoll') a alkylovany pomoci
IAA (vysledna koncentrace 15 mmol1™!). Poslednim krokem bylo odsoleni a precisténi
vzorki pomoci Bond Elute C18 kolon (Agilent Technologies) podle instrukci vyrobce a
jejich nasledna eluce 90% (v/v) acetonitrilem a opétovné vysuSeni pomoci pfistroje
SpeedVac. Takto piipravené vzorky bylo mozné odeslat na analyzu pomoci hmotnostni
spektrometrie. Analyzy LC-ESI-MS/MS byly provedeny pomoci nanoprutokového
systtmu HPLC (Easy-nLLC1200) spojeného s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap

Fusion Lumos vybavenym ioniza¢nim zdrojem nanoelektrospreje.

3.5.6 Bioinformaticka predikce redoxné aktivnich cysteini

Bioinformaticka analyza redoxné aktivnich cysteinovych zbytki byla provedena pro
proteiny heat shock protein 70-1 (HSP70-1), vSechny tfi isoformy katalas a vSech Sest
isoforem a-tubulinu. Pro tyto ucely byl vyuzit bioinformaticky néstroj pCysMod
(http://pcysmod.omicsbio.info/action.php), ktery na zakladé aminokyselinové sekvence
predikuje redoxné aktivni cysteinové zbytky. Také byl vyuzit bioinformaticky nastroj

iCysMod (http://icysmod.omicsbio.info/index.php), ktery sdruzuje experimentalni data
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ohledné redoxnich modifikacich proteini. Softwary zohlednuji S-nitrosylaci, S-
sulthydrataci, S-sulfenylaci a S-sulfinylaci. Predikované vysledky nasledné porovnavaji

s doposud ziskanymi experimentalnimi daty.

3.5.7 Homogenizace a extrakce proteinti pro redoxni posun proteini

Metodicky postup pii pripravé vzorka byl inspirovan publikacemi Burgoyne et al.
(2013) a Yoshida et al. (2016). Poté byla metoda modifikovana pro piipravu rostlinnych
vzorkd. Osetfené semenacky byly kratce osuseny mezi dvéma filtraCnimi papiry a
nasledné okamzité preneseny do tieci misky s tekutym dusikem a rozetfeny na prasek
pomoci tloucku. Homogenizovany material byl pfenesen pomoci laboratorni 1zicky do
pfedem vychlazenych 2 ml Eppendorf zkumavek s pfisluSnym oznacenim. Podle
mnozstvi homogenatu bylo pfidano adekvatni mnozstvi extrakéniho pufru pro redoxni
posun proteint (sloZzeni uvedeno v sekci 3.4 Roztoky a jejich pfiprava). Vzorky byly
ponechany 1 hodinu pii laboratorni teploté. V prabéhu inkubacni doby doslo
k obcasnému promichani. Nasledovala centrifugace pti 10 000 g, pii 4°C po dobu 15
minut. Supernatant byl pfenesen do Cistych zkumavek a nasledovala precipitace pomoci

80% (v/v) acetonu pies noc pii -20°C.

Druhy den bylo dalsim krokem promyti precipitovanych proteinii pomoci 80%
(v/v) acetonu (3x). VysuSeny a Cisty pelet byl rozpustén v resuspendacnim roztoku
(slozeni uvedeno v sekci 3.4 Roztoky a jejich pfiprava) a ponechan 45 minut pfi
laboratorni teploté. Dllezitym krokem bylo promyti vzorku od DTT. Tento krok byl
realizovan pomoci Amicon Ultra 0,5 ml kolon (Merck Millipore). V tuto chvili doslo na
rozdéleni vzorkd na dvé frakce. Jedna frakce byla ponechana bez znaceni (slouzila
k porovnani molekulové hmotnosti a Cistoty protilatky) a u druhé frakce nasledovalo
pfidani EZ-Link Maleimide-PEGii-Biotinu (koncentrace zasobniho roztoku 250
mmol-1"!, vysledna koncentrace 2,5 mmol-1"") & methoxy polyethylen glykol maleimidu
(koncentrace zasobniho roztoku 20 mmol 1", vysledna koncentrace 10 mmol-1"!) pro
znaceni redukovanych thiolovych skupin a inkubace po dobu 3 hodin pfi laboratorni

teploté za stalého tiepani 200 R.P.M.

Koncentrace proteini v danych vzorcich byla zjis§téna pomoci bicinchoninové
metody (BCA; Walker, 2009). Tato metoda je zaloZzend na reakci peptidové vazby
proteini s médnatymi kationty za vzniku meédnych kationtd, které poté reaguji

s kyselinou bicinchoninovou za produkce vyrazného fialového zbarveni, které je
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spektrofotometricky zaznamenano pfi 562 nm. Pfi méfeni bylo vyuzito 200 ul BCA
¢inidla, které bylo napipetovano do jamky v 96jamkové mikrotitracni desticce.
K tomuto ¢inidlu bylo nasledné pfidano 25 pl vzorku a promichano opakovanym
pipetovanim. Takto pfipravend smés byla inkubovana pii 37°C po dobu 30 minut a poté
analyzovana pomoci spektrofotometru Infinite M Nano (TECAN) pii vinové délce 562
nm. Kazdy vzorek byl reprezentovan tfemi technickymi replikami. Kvantifikace byla
provedena pomoci kalibracni kfivky, pro jejiz sestrojeni byly vyuzity komer¢ni roztoky
BSA o znamych koncentracich. Vysledné hodnoty byly analyzovany v programu

Microsoft Excel.

3.5.8 Imunoblotova analyza

Proteinovy extrakt byl smichan se vzorkovym Laemliho pufrem (4X) v poméru 3:1
(v/v). Vzorkovy pufr byl té€sné pred pouzitim smichan s 2-merkaptoethanolem v poméru
9:1 (v/v). Takto pripravené vzorky byly poté dikladné promichany a inkubovany 5
minut pii 95°C. Elektroforeticka separace probihala na polyakrylamidovych (PA) gelech
pti denaturujicich podminkach. Elektroforetické rozdelovaci gely mély hustoty od 8-
12% podle analyzovaného proteinu. Do kazdé jamky bylo napipetovano stejné mnozstvi
proteinu (20 pg), které se separovaly nejdrive pii 80 V po dobu 10 minut a nasledné pfi

110 V 120 minut.

Po ukonceni elektroforetické separace byly proteiny pieneseny z PA gelu na
polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu o rozmeérech 8,5 cm x 6 cm. Membrana
byla predtim rehydratovana methanolem po dobu 1 minuty. Houbicky, filtracni papir,
gel 1 membrana byly pfed sloZzenim kazety inkubovany 10 minut v tris-glycinovém
pufru s prfidavkem methanolu (10% v/v). Kazeta slozena z houbicky, 2 filtracnich
papirt, gelu, membrany, 2 filtraCnich papird a houbic¢ky byla vlozena do transférové
vany naplnéné tris-glycinovym pufrem s pifidavkem methanolu (10% v/v). Takto
pfipravena vana byla vlozena do ledu. Pfenos probihal 2 hodiny pfi konstantnim

elektrickém proudu 240 mA.

Po uplynuti stanovené doby byla membrana vyjmuta zkazety a promyta
deionizovanou vodou. Membrana byla obarvena roztokem Ponceau S po dobu 1 minuty.
PrebyteCné barvivo bylo vymyto pomoci deionizované vody a membrana byla
zdokumentovana pomoci fotoaparatu. Na dodate¢né odbarveni byla pouzita

deionizovana voda a nasledné TBS-T pufr.
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Pro detekci vSech tii pouzitych protilatek byla nespecificka vazebna mista
membran blokovana pomoci 4% (w/v) roztoku odtu¢néného suSeného mléka
rozpusténého v TBS-T pufru. Blokace probihala pies noc pii 4°C za stalého mirného
ttepani. Nasledujici den byl roztok vymeénén za 1% (w/v) roztok odtu¢néného suseného
mléka v TBS-T s ptidavkem specifické primarni protilatky (1:1000 anti o-tubulin,
1:5000 anti HSP70, 1:1000 anti CAT). Anti a-tubulin rozpoznava vSech 6 isoforem a-
tubulinu. Anti HSP70 rozpoznava cytoplasmatickou isoformu HSP70-1. Anti CAT
rozpoznava vSechny tfi isoformy CAT. Inkubace s primarni protilatkou taktéz probihala
pfes noc pii 4°C. Po dostatecné inkubaci, nejCastéji nasledujici den rano, byla
membrana 5x7 minut promyta TBS-T pufrem pfi rychlém tfepani. Poté byla membrana
inkubovana sroztokem 1% (w/v) BSA rozpusténém v TBS-T pufru s pridavkem
sekundarni protilatky (ve vSech pfipadech se jednalo o anti rabbit sekundarni protilatku
konjugovanou s kifenovou peroxidazou; fedéni 1:5000). Po 2hodinové inkubaci byla

membrana 5x5 minut promyta TBS-T pufrem.

Poslednim krokem byla vizualizace luminiscence pochazejici z konkrétnich
proteinti (v konjugaci s primarni a sekundarni protilatkou), ktera se provedla pomoci
,Clarity Western ECL Substrate“ (Bio-Rad). Membrana byla v tomto roztoku
inkubovana 3-4 minuty a poté snimana a vyhodnocena v dokumentaénim pfistroji
,,ChemiDoc MP Imaging System* (Bio-Rad). Byl vyuzit protokol , Colorimetric* pro
vizualizaci proteinového standardu a nasledné protokol , Chemi Sensitivity” pro
vizualizaci luminiscence. Ziskany material byl vyhodnocen pomoci softwarti Image Lab
a ImagelJ. Vysledné hodnoty byly analyzovany v programu Microsoft Excel. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu ANOVA s post-hoc Tukey HSD testem.

Pro kazdou protilatku byla provedena tfi nezavisla biologicka opakovani.

3.5.9 In vivo konfokalni mikroskopie

Pro in vivo mikroskopii byly pouzity 4 az Sdenni in vitro kultivované rostliny
komplementované linie A. thaliana proPATLA4::GFP:PATL4. Semenacky byly opatrné
preneseny z tuhého Y2 MS média v Petriho misce pomoci pinzety do tekutého 2 MS
média na podloznim sklicku a poté celé prekryty krycim sklickem. Po nasnimani
nékolika snimkii (ve vysledcich oznaCeno jako ,pfed ovlivnénim*) bylo médium
vymeénéno pomoci mikroperfuze filtranim papirem a pipetou za 100 pl (ménéno
postupné po 10 pl) ¥ MS média s ptidavkem 1 umoll! MV. Poté byly preparaty

vlozeny do vlhké komirky a inkubovany po dobu 30 minut v kultivacni mistnosti pii
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zvysené intenzitd osvétleni 180 umol-m™ -s™! nebo ve tmé (ve vysledcich oznageno jako
,po ovlivnéni). Po uplynuti inkubaéni doby byly preparaty opét snimany. Tyto
experimenty byly provedeny pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
Zeiss LSM 710. Zeleny fluorescencni protein byl excitovan laserem o vinové délce 488

nm a emise fluoroforu byla snimana v rozmezi 525-560 nm.

Porfizené mikroskopické snimky byly zpracovany a analyzovany pomoci
programu Zeiss ZEN 3.5 Blue edition, kde byla méfena intenzita fluorescence.
Semikvantitativni hodnoceni intenzity fluorescence GFP-PATL4 bylo provedeno
pomoci profilového méfeni plasmatickych membran prvnich pravych listd. Hodnoty
relativni intenzity fluorescence byly ziskany z epidermélnich bunék prvniho pravého
listu 5-6 jednotlivych rostlin pro kazdé oSetfeni. Namérené hodnoty byly nasledné
zpracovany programem Microsoft Excel. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno

pomoci programu ANOVA s post-hoc Tukey HSD testem.

3.5.10 Genotypova analyza

Pro genotypovou analyzu byly vyuzity 10denni rostliny A. thaliana pro zjisténi T-DNA
inzerce v sekvenci PATL4 (AT1G30690) genu. V aseptickych podminkach byla pomoci
nizek a pinzety odstfizena Cast listu a pfenesena do 0,6 ml Eppendorf zkumavky, ve
které bylo 50 ul extrakéniho pufru (komercni ,,Dilution Buffer). Zde byla ¢ast listu co
nejvice rozrusena pomoci sterilni 100 pl Spicky. Nasledné se Eppendorf zkumavky s

materidlem inkubovaly na ledu po dobu 30 minut k dostatecné extrakci DNA.

Pro genotypovou analyzu byla pouzita ,,Phire Hot Start II“ DNA polymerasa.
Celkovy objem jedné PCR reakce byl 10 ul a byla slozena z: 6,4 ul destilované vody
(,,UltraPure DNase/RNase Free*); 2 ul Phire Green Reaction Buffer 5x; 0,2 ul dNTP 10
mmol-1"; 0,5 pl LP primeru, 10 mmol-1"! (pro alelu divokého typu); 0,5 pl LB primeru,
10 mmol-1"! (pro alelu s T-DNA inzerci), 0,5 ul RP, 10 mmol 17" 0,2 ul izolované
DNA; 0,2 ul Phire Hot Start Il DNA polymerasy.

Sekvence pouzitych primert byly nasledujici:

e patl4d_GK_091407_T-DNA: 5-ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT-
3

e patl4d_GK_091407_RP: 5-GAGAAGAGTCTCTCTGACCTTAGC-3’

e patl4d_GK_091407_LP: 5'-TGACAGGCTTTAAGATGACTGCTG-3’
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e patl4 SALK 139423 RP: 5 -TCTACTGTTTTGAACCCACCG-3’
e patl4 SALK 139423 LP: 5'-CTGAGGCTGTTGTTACCGAAG-3’
e LBbl.3 LB:5-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3")

PCR reakce probihala pifi nasleduyjicim teplotnim programu: pocatecni
denaturace DNA (2 minuty, 98°C); druhotnd denaturace (30 vtetin, 98°C), nasedani
primert (30 vtefin, 60°C); extenze vlakna (60 vtefin, 72°C); kone¢na extenze (10 minut;
72°C). Druhotna denaturace, nasedani primera a extenze vlakna probéhly ve 30 cyklech.
Po ukonceni PCR reakce byl ke kazdému vzorku pfidan ,DNA Loading Dye“, 6X
(vysledna koncentrace 1X) pro vizualizaci vzorku v gelové matrici a poté byl vysledny
PCR produkt separovan pomoci horizontalni elektroforézy na 1% agarosovém gelu.
Elektroforéza probéhla pti 90 V po dobu 40-50 minut. Krome& PCR produkti byl pfi
separaci vyuzit indikator relativni molekulové hmotnosti ,,GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder” (5 ul). Vizualizace byla provedena pomoci pfistroje ,,Gel Doc EZ Imager*
(Bio-Rad).

Pro nasledné vyhodnoceni genotypové analyzy platilo, ze PCR produkt
amplifikovany za pomoci kombinace primerd LP a RP odpovida a indikuje alelu
divokého typu, kdezto kombinace LBb1.3 (T-DNA) a RP primert odpovida a indikuje
alelu s T-DNA inzerci.

3.5.11Fenotypova analyza patl/4 mutantnich rostlin

U mutantnich rostlin patl4 byly provedeny fenotypové analyzy. Prvni parametrem
analyzy bylo zjisténi biomasy. Rostliny A. thaliana byly kultivovany 14 dni na %2 MS
médiu a poté byla zaznamenana hmotnost Cerstvé biomasy z 15 az 19 semenackt na
jednu linii a jedno biologické opakovani. Byla provedena tfi biologicka opakovéani.
Ziskana data byla nasledné vyhodnocena v programu Microsoft Excel. Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu ANOVA s post-hoc Tukey HSD testem.

Pro zkoumani fenotypové reakce rostlin na oxidativni stres vyvolany MV byly
pouzity Sdenni semenacky divokého typu (Col0), fsdi-1, mutantd patl4 a
komplementované linie GFP-PATL4. Rostliny byly kultivovany na 2 MS médiu. Po 4
dnech byly preneseny na “» MS médium obsahujici 2 umoll! MV, kde byly
kultivovany dalSich 7 dni. Semenacky byly poté zdokumentovany pomoci skeneru
Image Scanner III (GE Healthcare). Rostliny byly hodnoceny na zakladé poméru

zelenych a zivotaschopnych rostlin. Kromé toho byla 7. den po pfenosu soucasné
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meétena délka primarniho kofene pomoci softwaru ImagelJ. Statistické vyhodnoceni bylo

provedeno pomoci programu ANOVA s post-hoc Tukey HSD testem.

3.5.12Mikroskopicka analyza praduchti patl4 mutantnich rostlin

Kli¢né listy Sdennich in vitro kultivovanych rostlin A. thaliana ekotyp
Col-0 a patl4 byly zbaveny obsahu chlorofylu inkubaci v roztoku z 96% (v/v) ethanolu,
kyseliny octové a glycerolu v poméru 3:1:1 (v/v) po dobu 4 hodin. Tento roztok byl
poté dvakrat nahrazen Cerstvym vzdy po hodin€. Odbarvené listy byly tfikrat promyty
roztokem 96% (v/v) ethanolu a glycerolu v poméru 3:1 (v/v) z divodu vymyti kyseliny
octové. Listy byly preneseny do kapky glycerolu na podloznim sklicku vzdy abaxialni
stranou vzharu a prekryty krycim sklickem. Prebytecny glycerol byl odsan pomoci
vakua. Pro kazdy genotyp bylo vyuzito 6-8 kli¢nych rostlin. Takto ptipravené preparaty
byly mikroskopicky analyzovany pomoci epifluorescencniho mikroskopu Axio
Imager.M2 v prochazejicim svétle. Hodnoty jako Sitka a délka praducht, pocet
pruducht, pocet meristemoidii a pocet epidermalnich bunék byly posléze méfeny
v programu Zeiss ZEN 3.5 Blue edition, kde probihalo i samotné zpracovani snimki.
Parametry pro vyhodnoceni pruduchd, jako plocha, stomatalni denzita (SD), stomatalni
index (SI) a index meristemoidt (MI) byly vypocitany pomoci vzorct uvedenych nize.
Naméfené hodnoty byly nasledné zpracovany programem Microsoft Excel. Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu ANOVA s post-hoc Tukey HSD testem.
Plocha = §itka * délka priduchu (mm?)

pocet stomat
SD= ——
mm

pocet stomat

S 100

= %
(pocet stomat + poclet epidermalnich bunék)

pocet meristemoidi

MI = 100

*
(poctet meristemoidl + pocet epidermalnich bunék)
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4 VYSLEDKY

4.1 Redox proteomicka analyza

Jako prvni byla provedena redoxni proteomicka analyza na rostlinach divokého typu
(Col-0) a mutantnich rostlinach fsdi-1 a fsdl1-2 po 30minutovém ovlivnéni ARA
médiem s pfidavkem 1 umoll! MV. Pii této analyze byly identifikovany protein heat
shock protein 70-1 (HSP70-1) a a-tubulin 4 (Tab. 1). Zhodnot poméru mezi
podminkami oxidativniho stresu navozenymi 1 umol1l! MV a kontrolnimi podminkami
muizeme vidét narust abundance obou proteind u rostlin oSetfenych ARA médiem
s pfidavkem 1 pumoll! MV. Zminéné proteiny jsme vybrali pro naslednou analyzu

pomoci redoxniho posunu proteind.

Tabulka 1. Souhrnna tabulka vS§ech namérenych hodnot pomoci LC-MS/MS u proteint heat
shock protein 70-1 (HSP70-1) a a-tubulinu 4. NCBI ¢islo — databazové ¢islo v databazi
National Center of Biotechnology Information; PSM — pocet identifikovanych peptidovych
spekter shodnych pro dany protein; PEP skore — predstavuje pravdépodobnost, Zze je PSM
pfifazeno nespravné. Obecné plati, Ze ¢im vEtsi hodnota PEP skore, tim je vétsi jistota
spravného prifazeni peptidu; Pomér PQ/Mock — pomér mezi rostlinami oSetfenymi MV a
kontrolnimi rostlinami; p hodnota pfedstavuje staticky signifikantni rozdily; HT skore —
soucet skore jednotlivych peptidi z vyhledavani v programu Sequest, ktery slouzi pro
analyzu dat ziskanych ztandemové hmotnostni spektrometrie, pouziva se k identifikaci
proteinti; HT skore peptidu — pocet odlisnych peptidovych sekvenci ve skupiné proteina z
vyhledavani v programu Sequest.

Protein/ HSP70-1 o-tubulin 4
Hodnota

NCBI cislo NP_195870.1 NP_171974.1
Lokalizace Cytosol cytoskelet
PSM 8 4

Souhrnné PEP skore 12,148 5,476

Pomér PQ/Mock 1,545 1,654

P hodnota 0,011682 0,028315

HT skore 25,25 9,37

HT skore peptida 2 2
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4.2 Optimalizace metody redoxniho posunu proteint
Pro validaci redoxni proteomické analyzy byla pouzita metoda redoxniho posunu
proteint, pomoci které lze zjistit poCet redukovanych a oxidovanych stavi proteint,

stejné jako abundanci jednotlivych forem.

V prvni fad€ byla pro detekci redukovanych stavli a-tubulinu vyuzita substance
AMS (4-acetamid-4’-maleimidylstilben-2,2"-disulfonova kyselina; Mr 536,44 Da),
ktera se vaze na redukované cysteinové zbytky. a-tubulin ma v A. thaliana 6 isoforem,
pficemz obsahuji od 11 do 12 cysteinovych zbytka (Breviario et al., 2013). Oxidace o-
tubulinu mize proto vést az k objeveni 12 pasu za predpokladu, Ze vSechny cysteiny
budou oxidovany. Je tfeba zminit, ze protilatka rozeznava vSechny isoformy o-tubulinu.
Uz dfive publikovana data (Gu et al., 2021), vCetn€ naSich vysledkd (Obr. 10A, levy
panel), ukazuji, ze tato protilatka rozeznava pouze jeden pas na membrané€. Na obrazku
C. 8, levy panel, lze vidét, ze s vyuzitim této substance byl na membran¢ identifikovan
pouze jeden pas (Mr 59,7 kDa). Ani pii vysSich expozicich nebyly pozorovany dalsi
pruhy na membrang. Je ale nutno fict, ze tento pas byl pomémé difuzni. Na zakladé Mr
AMS se dal ocekavat pas rozeznavajici redukovany stav proteinu tésné nad pasem a-
tubulinu. Zadny podobny pas nebyl detekovan, nebo nebyl detekovatelny z dtvodu
difuze pasu pro a-tubulin. Z naméfené molekulové hmotnosti je znatelné, ze AMS
zpusobila razantni zhorSeni motility proteint v gelové matrici, protoze teoreticka Mr a-

tubulinu je 50 kDa.

Druhou substanci, ktera byla pouzita pfi optimalizaci metody, je EZ-Link
Maleimide-PEG1-Biotin, ktery umoziuje zdidvodu vétsi Mr (Mr 922,02 Da) lepsi
separaci oxidovanych a redukovanych stavi proteinu. I vtomto piipadé byl
identifikovan pouze jeden pas pfislusici a-tubulinu. Stejné jako pii pouziti AMS, byl
tento pas velmi difizni a opét nelze rozpoznat redoxni formy o-tubulinu. V tomto
ptipad€ lze na obrazku ¢. 8, pravy panel, vidét, ze zjisténa Mr (49,7 kDa) souhlasi
s predikovanou hodnotou Mr a-tubulinu. Kromé pruhu prislusicimu a-tubulinu, byly na
obrazku ¢. 8, pravy panel, pozorovany pruhy o Mr 100 kDa a 150 kDa. Z divoda velmi
vysoké Mr jsou tyto pruhy pravdépodobné nespecifické, které vznikly pfi aplikaci
protilatky, nebo pii vyvolavani luminiscence. Pfi pouziti EZ-Linku nebylo pozorovano
zadné zhorSeni motility proteinu v gelové matrici. Jelikoz byly tyto experimenty pouze
zkuSebni a nebyly provedeny ve tfech nezavislych biologickych opakovanich, nebyla u

nich méfena opticka denzita pasu.
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a-tubulin
+ AMS + EZ-Link

Col-0  fsdl-1 fsdl-2 Col-0  fsdI-1  fsdI-2
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250 kDa— ‘
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3
Ponceau S

Obrazek 8. Analyza redoxniho posunu proteinu o-tubulinu provedena na rostlinach A.
thaliana ekotyp Columbia (Col-0; divoky typ), fsdI-1 a fsdl-2 mutantnich liniich, které byly
podrobeny 30minutovém osetieni 1 umol 1! methyl viologenem. Imunoblotova analyza byla
doplnéna o kontrolu nanasky proteinu vizualizovanou pomoci Ponceau S. Analyza je
rozdé€lena na dvé casti, levy panel (+AMS), pravy panel (+EZ-Link). Membrana obsahuje
proteinové extrakty jak z mokré kontroly (oznaceno jako ,,C*), tak z rostlin oSetfenych MV
(oznadeny jako ,.P*). Sipkou je oznaden identifikovany pas predstavujici o — tubulin.

Ze ziskanych informaci lze vyvodit, ze ani jedna pouzita substance neposkytla

adekvatni rozliSovaci schopnost. Navic, u AMS doslo k vyraznému ovlivnéni motility

proteintl, proto by bylo urcCeni presné Mr obtizné. Kvuli t€émto nedostatkim jsme se

rozhodli protokol modifikovat a jako znalici substanci vybrat methoxypolyethylen

glycol maleimidu (mPEG), jehoz Mr je 5 kDa, z ¢ehoz jsme vyvodili, ze rozliSovaci

schopnost bude v tomto piipadé dostatecna.
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4.3 Analyza oxidac¢nich stavii a-tubulinu
Prvnim proteinem, ktery byl vybran z redoxniho proteomu pro néaslednou analyzu, je a-
tubulin. Byla provedena analyza oxidacnich stavt a-tubulinu pomoci redoxniho posunu

proteina s vyuzitim mPEG.

Analyza oxidacnich stavu a-tubulinu vedla k identifikaci tii past (Obr. 10A,
pravy panel). Pas s nejmensi Mr o hodnoté 49,67 kDa, ktera souhlasila s Mr a-tubulinu
na imunoblotové analyze bez substance mPEG, mél nejvét§i optickou denzitu
a predstavuje redukovanou formu o-tubulinu. Dva zbyvajici pasy situované vyse
predstavuji oxidované formy. Pas s Mr o hodnoté 57,34 kDa byl v porovnani s pasem
sMr 49,67 kDa méné abundantni. Trieti a zaroveni posledni identifikovany pas
s hodnotou Mr 68,6 kDa byl nejméné abundantni. Jelikoz mé jedna molekula mPEG 5
kDa, tak ze ziskanych hodnot Mr oxidovanych forem vyplyva, ze v pfipadé Ox; doslo
k oxidaci jednoho cysteinového zbytku. Pfi Ox» pravdépodobné doslo k oxidaci az 4

cysteinovych zbytku.

Pomoci bionformatickych nastroji a databazi byly predikovany tzv. redoxné
aktivni cysteinové zbytky, tj. ty, které jsou z hlediska své pozice v aminokyselinové
sekvenci nejnachylnéjs§i k oxidativnim posttranslanim modifikacim. S vyjimkou o-
tubulinu 1 bylo u vSech isoforem predikovano 9 redoxn€ aktivnich proteinovych zbytku,
pficemz CYS20, CYS118, CYS315, CYS316, CYS347, CYS353 a CYS376 jsou
konzervované mezi isoformami (Pfiloha 1). Experimentalné byly znich potvrzeny
oxidace na pozici CYS376 (S-nitrosylace a S-sulfenylace), CYS347 (S-nitrosylace,
pfima oxidace) a CYS118 (S-sulfenylace, S-nitrosylace a S-sulthydratace; Priloha 2).
Nase vysledky ukazuji, ze metoda redoxniho posunu proteini odhalila nejméné 2

oxidac¢ni stavy u a-tubulinu v A. thaliana in vivo.

Pfi semikvantitativni analyze optickych denzit pasti imunoblotové analyzy bez
mPEG nebyly mezi rostlinami divokého typu a fsd/ mutantnimi rostlinami nalezeny
zadné signifikantni zmény v abundanci a-tubulinu, ani v pfipadé kontrolnich podminek

a ani v ptipadé rostlin oetfenych ARA médiem s piidavkem 1 pmoll! MV (Obr. 9).
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Obrazek 9. Semikvantitativni analyza optické denzity pasu pfedstavujici a-tubulin
v rostlinach A. thaliana ekotyp Col-0 (WT), fsdl-1 a fsdl-2 v kontrolnich podminkach a po
ovlivnéni rostlin ARA médiem s pfidavkem 1 pmol1' MV. Vizualizace a-tubulin je uvedena
na obrazku ¢. 10A, levy panel. ,,C* — mokra kontrola; ,P* — ovlivnéni MV. Analyza byla
provedena z tfech nezavislych biologickych replik.

Semikvantitativni analyza ukazala, ze u rostlin divokého typu (Col-0) byla
pozorovana zvySena abundance obou oxidovanych forem o-tubulinu po 30minutovém
oetfeni tekutym ARA médiem s piidavkem 1 umoll! MV v porovnani s kontrolnimi

rostlinami, které byly oSetfeny pouze tekutym ARA médiem (Obr. 10B).

Ve srovnani s divokym typem, u fsdl-I mutantnich rostlin byl pozorovan
opaény trend. U rostlin oSetfenych tekutym ARA médiem s pfidavkem 1 pmoll! MV
byla detekovana snizena abundance pasti u obou oxidovanych forem oproti kontrolnim
podminkam. U prvni oxidované formy (Ox1) byl tento rozdil markantnéj$i. V ptipadée
mutantnich rostlin fsdl-2 nebyla pozorovana zména abundance oxidovanych forem o-
tubulinu po ovlivnéni rostlin tekutym ARA médiem s 1 pmoll! MV v porovnani

s kontrolou (Obr. 10B).

Za povsimnuti také stoji porovnani Mr a-tubulinu mezi vzorky bez a s mPEG. Je
zieymé, ze Mr a-tubulinu analyzovaného bez mPEG je vyssi, nez u redukované formy
(Obr. 10A). Jelikoz byly vzorky piipravovany stejnym zpusobem a liSily se pouze

pfidanim mPEG; tak to bylo zifejmé zptsobeno pravé touto substanci.
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Obrazek 10. Analyza redoxniho posunu proteinu o-tubulinu provedena na rostlinach A.
thaliana ekotyp Columbia (Col-0; divoky typ), fsdI-1 a fsdI-2 mutantnich liniich, které byly
podrobeny 30 minut dlouhému oSetfeni 1 pumoll' methyl viologenem (MV). A) Redoxni
posun proteinu o-tubulinu doplnény o kontrolu nanasky proteinu vizualizovanou pomoci
Ponceau S. Analyza je rozd¢lena na dvé ¢asti, cast bez zna¢eni mPEG (-mPEG), ktera slouzi
jako kontrola ¢istoty protilatky a ke stanoveni molekulové hmotnosti, ¢ast se znacenim
pomoci mPEG (+mPEG), ktera slouzi zrozeznani jednotlivych oxidovanych stavi o-
tubulinu. Membrana obsahuje proteinové extrakty jak z mokré kontroly (oznaceno jako
..C%), tak z rostlin odetfenych MV (oznadeny jako ,,P*). Sipkami s piislusnymi popisky jsou
oznaceny pasy indikujici redukovanou a oxidované formy; B) Semikvantitativni analyza
optickych denzit jednotlivych zachycenych past. Hvézdi¢ky vyznacuji statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami osetfenymi MV.
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4.4 Analyza oxidacnich stavii HSP70

Druhym vybranym proteinem z redoxniho proteomu je HSP70-1 (heat shock protein 70-
1). Obdobné byla provedena analyza redoxniho posunu proteini pomoci polyklonalni
protilatky proti HSP70. U nami pouzivané protilatky byla uz diive experimentalné
oveéfena jeji specifita (Bychkov er al, 2022). Tyto vysledky potvrzuji 1 nase
experimenty (Obr. 12A, levy panel).

Analyza oxidacnich stavi HSP70 vedla k identifikaci dvou past (Obr. 12A,
pravy panel). Pas s nejniz§i Mr o hodnoté 70,6 kDa, ktera souhlasila s Mr HSP70 na
imunoblotové analyze bez substance mPEG, mél nejvétsi optickou denzitu a predstavuje
redukovanou formu HSP70. Zbyvajici pas s Mr 76,31 kDa situovany vyse predstavuje
oxidovanou formu. Abundance oxidovaného HSP70 byla v porovnani s redukovanym
HSP70 méné vyrazna. Ztéchto ziskanych vysledkt lze vyvodit, Ze v podminkach
oxidativniho stresu navozeném MV podléha HSP70 oxidaci na jednom cysteinovém

zbytku.

Pomoci bionformatickych nastroji a databazi byly predikovany tzv. redoxné
aktivni cysteinové zbytky. Celkem bylo predikovano 7 redoxné aktivnich cysteinovych
zbytkd CYS20, CYS273, CYS319, CYS326, CYS366, CYS483, CYS609 (Priloha 5).
Experimentalné byly potvrzeny oxidace tfi znich, a to na pozici CYS319 (S-
nitrosylace), CYS326 (S-nitrosylace) a CYS609 (S-nitrosylace, S-sulfenylace a S-
sulfhydratace; Piiloha 6). Nase vysledky ukazuji, Ze metoda redoxniho posunu proteind

odhalila 1 oxida¢ni stav u HSP70 v A. thaliana in vivo.

Pfi semikvantitativni analyze optickych denzit pasti imunoblotové analyzy bez
pouziti mPEG nebyly nameéfeny signifikantni rozdily mezi kontrolnimi podminkami a
podminkami oxidativniho stresu u rostlin divokého typu. U fsdl-I mutantnich rostlin
doslo ke zvySeni abundance HSP70 po aplikaci 1 pmoll! MV v porovnani
s kontrolnimi podminkami. U fsd/-2 mutantnich rostlin nebyly pozorovany zadné
rozdily mezi kontrolnimi podminkami a podminkami oxidativniho stresu (Obr. 11).
Z téchto vysledkt vyplyva, ze HSP70 muZe rostlin€é napomahat v obrané vuci

oxidativnimu stresu.

Semikvantitativni méfeni optickych denzit jednotlivych past pfislusicich pouze
oxidované formée proteinu odhalily, ze v pfipadé divokého typu (Col-0) doslo ke snizeni

abundance u rostlin ofetfenych tekutym ARA médiem s 1 umoll! MV v porovnani
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Obrazek 11. Semikvantitativni analyza optické denzity pasu predstavujiciho HSP70
v rostlinach A. thaliana ekotyp Col-0 (WT), fsdi-1 a fsdI-2 v kontrolnich podminkach a po
ovlivnéni rostlin ARA médiem s pfidavkem 1 umoll! methyl viologenem (MV).
Vizualizace HSP70 je uvedena na obrazku ¢. 12A, levy panel. ,,.C* — mokra kontrola; , P* —
ovlivnéni MV. Analyza byla provedena ztfech nezavislych biologickych replik.
Hvézdickami jsou oznadeny signifikantni rozdily mezi kontrolnimi rostlinami a rostlinami
ovlivnénymi MV.
s kontrolnimi podminkami (tekuté ARA médium). Nicméné, u fsdl-1 mutantnich rostlin
byl tento trend zcela opaény. Rostliny osetiené tekutym ARA médiem s 1 umoll! MV
prokazaly vy§si miru oxidace HSP70 v porovnani s kontrolnimi podminkami. U
mutantnich rostlin fsd/-2 doslo k velmi mirnému poklesu abundance oxidované formy

po ovlivnéni rostlin 1 pmol1! MV v porovnani s kontrolnimi podminkami (Obr. 12B).

Stejné jako u a-tubulinu, 1 zde byla pozorovana mensi hodnota Mr HSP70 (Obr
¢. 12A, levy panel) v porovnani s hodnotou Mr u redukované formy HSP70. Znovu je

zde mozné vysvétleni, ze motilita proteinu byla ovlivnéna substanci mPEG.
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Obrazek 12. Analyza redoxniho posun proteinu HSP70 provedena na rostlinach A. thaliana
ekotyp Columbia (Col-0; divoky typ), fsdI-1 a fsdl-2 mutantnich liniich, které¢ byly
podrobeny 30 minut dlouhému oSetfeni 1 pumoll' methyl viologenem (MV). A) Redoxni
posun proteinu HSP70 doplnény o kontrolu nanasky proteinu vizualizovanou pomoci
Ponceau S. Analyza je rozd€lena na dvé casti, levy panel (-mPEG), ktery slouzi jako
kontrola Cistoty protilatky a ke stanoveni molekulové hmotnosti, pravy panel (+mPEG),
ktery slouzi zrozeznani jednotlivych oxidovanych stavi HSP70. Membrana obsahuje
proteinové extrakty jak z mokré kontroly (oznaéeno jako ,,.C*), tak z rostlin oSetfenych MV
(oznaeny jako ,P*). Sipkami s pfislusnymi popisky jsou oznadeny pasy indikujici
redukovanou a oxidované formy; B) Semikvantitativni analyza optickych denzit
jednotlivych past. Hvézdickami jsou oznaleny signifikantni rozdily mezi kontrolnimi
rostlinami a rostlinami ovlivnénymi MV.
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4.5 Analyza oxida¢nich stavii katalas

Katalasy podléhaji poCetnym oxidacim (Lledias et al., 1998; van Leeuwen et al., 2017),
a proto byla specificka protilatka rozeznavajici 3 isoformy katalasy vyuzita pro kontrolu
funk¢nosti metody redoxniho posunu proteind. Imunoblotova analyza rostlin A. thaliana
ukazala, ze pouziti protilatky vede k detekci jediného pasu (Melicher et al., 2023), ktery
ale predstavuje vSechny 3 isoformy (CAT1, CAT2 a CAT3).

Pti analyze redoxniho posunu proteina pro katalasu bylo identifikovano celkem
pét past na PVDF membrané. Spodni a zaroven nejvice abundantni pas s Mr o hodnoté
46,36 kDa byl pfitazen redukované formé. Ctyfi vyse situované pasy méli Mr 58,66,
70,4, 86,13 a 147,68 kDa. Teoreticky by dané pasy mohly predstavovat 2, 5, 9 a 20

oxidovanych cysteina.

Aminokyselinova sekvence CATI1 obsahuje 6 cysteind, ze kterych 4 byly
predikovany jako redoxné aktivni a 2 byly experimentalné detekovany jako oxidované
(Ptilohy 3 a 4). CAT2 ma 5 redoxné aktivnich cysteinii ze 6 a 4 byly experimentalné
potvrzeny. CAT3 ma 5 redoxn¢ aktivnich cysteini ze 7, pfiCemz 4 byly experimentalné
potvrzeny (Pfilohy 3 a 4). To znamena, ze nejvyssi mozny oxidacni stav muize byt
detekovan pro CAT2 a CAT3, u kterych by simultanni oxidace 5 cysteint piedstavovala
posun v elektroforetické mobilité o 25 kDa. Z téchto divodi povazujeme pasy s Mr
58,66 a 70,4 jako mozné oxidacni stavy isoforem katalas. Abundance pasy s Mr 58,66
byla vys§i v porovnani s pasem s Mr 70,4, coz naznacuje, ze oxidacni stav s oxidacemi
2 cysteint je Castéjsi.

Poté¢ bylo provedeno semikvantitativni meéfeni optické denzity pasu
predstavujicich oxidované formy katalas. Ze ziskanych tdaju bylo patrné, Ze uz vSech
linii bylo pozorovano zvyseni abundance u oxidovanych stavii po oSetfeni rostlin ARA
médiem s 1 umoll! MV v porovnani skontrolnimi podminkami. Nejvys$si narust
abundance byl vzdy pozorovan pfi prvnim oxida¢nim stupni u rostlin divokého typu a
fsd1-1 mutantech, u fsdI-2 nebyl narust tak markantni (Obr. 13B). Z téchto informaci
Ize vyvodit, Ze katalasy jsou citlivé na oxidativni stres vyvolany MV. Uloha FSDI

v regulaci jejich oxidace nebyla jednoznacné potvrzena.
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Obrazek 13. Analyza redoxniho posun proteinu katalasy (CAT) provedena na rostlindch A.
thaliana ekotyp Columbia (Col-0; divoky typ), fsdI-1 a fsdl-2 mutantnich liniich, které byly
podrobeny 30 minut dlouhému oSetfeni 1 umol1"! methyl viologenem (MV). A) Redoxni posun
proteinu katalas doplnény o kontrolu nanasky proteinu vizualizovanou pomoci Ponceau S.
Membrana obsahuje proteinové extrakty jak z mokré kontroly (oznaceno jako ,C*), tak
z rostlin oSetfenych MV (oznaceny jako ,P*). Levy panel predstavuje kratsi expozici (4
vtefiny), pravy panel delsi expozici (7 vtefin). Sipkami s pfislusnymi popisky jsou oznadeny
pasy indikujici redukovanou a oxidované formy; B) Semikvantitativni analyza optickych denzit
jednotlivych past. Hvézdicky oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi kontrolnimi
rostlinami a rostlinami oSetfenymi MV.
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4.6 Mikroskopicka analyza GFP-PATL4 po navozeni oxidativniho stresu

Pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie GFP-PATLA4 rostlin byla potvrzena
lokalizace PATL4 na plasmatické membran€, v prekurzorovych burikach praducha
(meristemoidech) a v pradusich (Obr. 14A) prvnich pravych listG stabilné
transformovanych linii patl4-1 exprimujicich konstrukt proPATL4::GFP-PATL4
Zajimavé bylo zjisténi, ze fluorescencni signal GFP-PATL4 nemél ve vSech buikach
stejnou intenzitu. V meristemoidech byla pozorovana vétsi intenzita fluorescence

v porovnani s jinymi buiikami.

Poté byla monitorovana intenzita fluorescence GFP-PATL4 v epidermalnich
burikach prvniho pravého listu po 30minutovém oSetfeni MV. U rostlin, které byly po
aplikaci MV vystaveny svétlu, doSlo na plasmatické membrané ke statisticky
signifikantnimu poklesu fluorescence GFP-PATL4. Naproti tomu, u rostlin, které byly
po oSetfeni MV ponechany 30 minut ve tmé&, nebyly pozorovany bud zadné zmény
intenzity fluorescence, nebo velmi malé snizeni intenzity fluorescence (Obr 14B).
Z téchto vysledkii lze vyvodit, ze abundance GFP-PATL4 je ovlivnéna uz po
kratkodobém ovlivnéni rostlin oxidativnim stresem zptsobenym MV, ktery je provazan

s fotosyntetickou aktivitou bunék.
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Obrazek 14. Lokalizace GFP-PATL4 v epidermalnich bunikach prvniho pravého listu A.
thaliana po 30minutovém ovlivnéni methyl viologenem (MV). A) Lokalizace GFP-PATL4
na plasmatické membrané¢ v epidermalnich burikach prvniho pravého listu pfed a po
30minutovém ovlivnéni MV jak pii svételnych podminkach, tak podminkach tmy.
Hvézdickami jsou oznaceny prekurzory priduchd, meristemoidy, B) Semikvantitativni
analyza intenzity fluorescence GFP-PATL4 méfena na plasmatické membrané pred a po
ovlivnéni MV jak za svételnych podminek, tak za podminek tmy. Hvézdicka oznacuje
statisticky signifikantni rozdil mezi oSetfenymi a necoSetfenymi buiikami. Méfitko u
mikroskopickych snimku bylo 10 um.
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4.7 Genotypova analyza patl4 mutantnich rostlin

Pro budouci studium funkce proteinu PATL4 v reakci na oxidativni stres bylo zapotiebi
vyselektovat mutantni rostliny parl4. Semena potencialnich mutantnich rostlin jsme
ziskali z genovych bank, celkové 12 linii GabiKat a 1 linit SALK. Pomoci genotypové
analyzy byly ziskany jak rostliny heterozygotni, obsahujici jak alelu divokého typu, tak
mutantni alelu s T-DNA inzerci, tak rostliny homozygotni, obsahujici ob¢ alely genu
PATL4 s T-DNA inzerci (Obr. 15). U téchto rostlin tedy nebyla detekovana alela
divokého typu. Pfitomnost T-DNA inzerce byla identifikovana pomoci specifické
kombinace primera v PCR reakci. Velikost PCR produktd pro kombinaci primert pro
alelu divokého typu byla porovnana s velikosti uvedenou v databazich. Pro GabiKat
linie byly navrzeny primery tak, aby amplifikovany tsek pro alelu divokého typu byl
mezi 1000-1500 bp. V nasem pfipad¢ byla konkrétni velikost 1324 bp. Tato velikost
odpovida velikosti PCR produktu na obrazku ¢. 15A. U alely mutantniho typu s T-DNA
inzerci jsou primery navrhovany tak, aby se velikost PCR produktu pohybovala mezi
300-800 bp, aby se mutantni alely daly spolehlivé rozlisit od alel divokého typu. Opét to
v nasem piipadé souhlasi. Velikost PCR produktu pfi kombinaci primerd pro mutantni

alelu odpovida danému rozsahu.

Homozygotni rostliny byly dale kultivovany v ptidnim substratu a samospraseny.
S heterozygotnimi rostlinami bylo manipulovano jinak. Nejdiive byly také preneseny do
ptdniho substratu, kultivovany a samospraseny. V budoucich generacich byly pomoci
genotypovani vyselektovany rostliny, které uz byly v genu patl4 homozygotni. Celkové
bylo vyselektovany 15 homozygotnich rostlin patl4-1 a 3 homozygotni rostliny patl4-2,

jejichz semena byla nasledné pouzita pro budouci analyzy.
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Obrazek 15. Genotypova analyza mutantnich rostlin patl4 A. thaliana pomoci polymerazové
fet¢zové reakce z linii GabiKat. Produkty PCR reakce byly separovany na 1% agarosovém
gelu. A) Primarni  selekce potencialnich mutantnich rostlin  patl4; B) Potvrzeni
vyselektovanych mutantnich rostlin patl/4 tfemi nezavislymi biologickymi replikami. Modré
ramecky indikuji homozygotni mutantni rostliny, cervené ramecky indikuji heterozygotni
mutantni rostliny.
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4.8 Fenotypova analyza mutanti patl4 po vystaveni oxidativnimu stresu

K prozkoumani funkce PATL4 béhem oxidativniho stresu vyvolaného MV byly Sdenni
semenacky A. thaliana péti riznych genotypu, a to Col-0 (divoky typ), fsdI-1, patl4-1,
patl4-2 a komplementovana linie nesouci GFP-PATL4, pfeneseny na 2 MS médium

s pridavkem 2 pmol 1! MV,

Dle ocekavani fsdI-1 mutantni rostliny vykazovaly hypersenzitivni reakci
na oxidativni stres vyvolany MV, coz potvrdilo spravnost nastaveni experimentu. Tento
fakt se projevil témer kompletnim vybélenim listd (Obr. 16A) a navic tyto rostliny
vykazovaly nejvyrazngjsi inhibici ristu primarniho kofene (Obr. 16C). Oba patl4
mutanti naopak vykazovali nejvys$si miru tolerance vuci oxidativnimu stresu, coz bylo
dano nejvyssim pomérem plné zelenych listd vic¢i t€ém vybélenym a nejvyraznéjSim
narustem primarniho kofene po pfenosu na “» MS médium s p¥idavkem 2 umoll! MV
(Obr 16A-C). Rostliny divokého typu a GFP-PATL4 komplementované linie
vykazovaly odolnost vys§i nez u fsdl-I mutantnich rostlin, ale niz§i nez patl4
mutantnich rostlin, coz podpoftilo fakt, ze komplementace PATL4 zvratila fenotypovou

reakci a odolnost patl4 mutantnich rostlin.

V kontrolnich podminkach (2 MS médium) nevykazovaly linie vyrazné rozdily
v rychlosti ristu primarnich kofenti a délce primarnich kofeni (data neuvedena).
Nicméng, patl4 mutantni rostliny vykazovaly vysS§i Cerstvou hmotnost ve srovnani
s divokym typem (Obr. 16D). Ziskana experimentalni data naznacila, ze PATL4 ma

funkci v odpovédi rostlin viici oxidativnimu stresu vyvolaném MV.
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Obrazek 16. Fenotypova analyza reakci rostlin A. thaliana Col-0, fsdi-1, patl4-1, patl4-2 a
GFP-PATL4 na oxidativni stres indukovany 2 umoll! methyl viologenem (MV). A)
Reprezentativni fotograficky snimek semenacku, které byly dokumentovany 7. den po
prenosu na %> MS médiu s 2 umol'1"! MV. B) Kvantitativni analyza zastoupeni plné zelenych
rostlin vSech zkoumanych genotypu; C) Kvantitativni analyza inhibice rustu primarniho
kofene reprezentovana rozdilem délky pred prenosem a 7.den po pfenosu v odpovédi na
oxidativni stres indukovany MV; D) Kvantitativni analyza biomasy 14dennich semenacka.
Statisticky vyznamné rozdily jsou vyznaeny pomoci pismen nachazejicich se nad
jednotlivymi sloupci grafi.
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4.9 Fenotypova analyza priduchti u mutantnich rostlin patl4

Jelikoz bylo prokazano, ze PATLA4 je lokalizovan v meristemoidech a prudusich, tak zde
vyplynula otdzka, zda ma v téchto buiikdch né&jakou funkci. Méfeni velikosti §itky a
délky pruducha ukazalo, Ze praduchy u mutantnich rostlin patl4-1 a patl4-2 jsou delsi a
§ir§i v porovnani s pruduchy u rostlin divokého typu. Co se tyce plochy pruducha, tak
byl pozorovan podobny trend (Obr. 17B). Priduchy u patl4 mutantnich rostlin mély
vétsi plochu. Statistické vyhodnoceni pomoci ANOVA testu s post-hoc Tukey HSD
testem zaznamenalo statisticky rozdil mezi rostlinami divokého typu a patl4 mutanty.
Ke zjisténi funkce PATL4 pii vyvoji priduchii byly porovnany hodnoty stomatalni
denzity (SD), stomatalniho indexu (SI) a indexu meristemoidd (MI) rostlin divokého
typu a patl4 mutanti (Obr. 17B). Mezi rostlinami divokého typu a obéma pati4 byly u
hodnot SD a MI nalezeny statisticky signifikantni rozdily, kdezto u hodnot SI byl tento
statisticky signifikantni rozdil nalezen jen mezi rostlinami divokého typu a mutantnich
rostlin patl4-2. Z vysledku je patrné, Ze patl4 mutantni rostliny maji nizsi hodnoty v§ech
tfi zkoumanych parametri v porovnani s divokym typem, coz naznacuje funkci PATLA4

pii zakladani a vyvoji praduchu.
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Meiend hodnota Col-0 patl4-1 patl4-2
Plocha priiduchu (um?) 286 + 96 420 £119 452 £ 137
p <0.01819 p<0,01053
Stomatalni denzita (SD; min?) 415 £ 80 347 £112 328 £63
p<0.,01235 p<0.01549
Stomatalni index (SI) 27+4 25+6 23+3
p <0.1681 p<0.01884
Index meristemoidi (MI) 10+4 6+4 5+4
p <0.01005 p <0.01736

Obrazek 17. Fenotypova analyza priduchiti u rostlin divokého typu a patl4 mutantnich
rostlin A. thaliana v kontrolnich podminkach. A) Snimky prvnich pravych listii rostlin
divokého typu (WT) a patl4 mutanta A. thaliana, které byly zbaveny chlorofylu; B) Souhm
plochy pruduchu, stomatalni denzity (SD), stomatalniho indexu (SI) a indexu meristemoidu
(MD) riznych genotypu A. thaliana. Jednotlivé hodnoty jsou vyjadifena spoleéné se
smérodatnymi odchylkami a p hodnoty znazomiujici statisticky vyrazné rozdily mezi
divokym typem a patl4 mutantnimi rostlinami. Méfitko u mikroskopickych snimku je 10

pm.
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5 DISKUSE
5.1 Vhiv FSDI na redoxni modifikace

FSD1 je dilezity antioxidacni enzym, ktery spolecné s ostatnimi SOD ptsobi jako prvni
linie antioxidacni obrany. Ma vyznamnou roli pfi obrané rostlin vic¢i oxidativnimu
a solnému stresu (van Breusegem et al., 1999; Dvortak et al., 2021a). SOD jsou jednim
z hlavnich producenti H>O, ktery muze slouzit jako signalni molekula. Z téchto
divodu existuji indicie, ze by SOD mohly mit funkci v redoxni signalizaci. Redoxni
signalizace vyvolana ROS u rostlin spousti program genové exprese, ktery pomaha
udrzovat bunénou redoxni homeostazu a pribéh mnoha zakladnich biologickych

procesu souvisejicich s bunécnou proliferaci a diferenciaci (Farooq et al., 2019).

U rostlin doposud nebyla experimentalné prokazana redoxni signalizace skrze
SOD. Naproti tomu, u sav¢ich bunék jich bylo ukazano hned nékolik. Napftiklad,
CuZnSOD je schopna se fyzicky vazat na podjednotku regulujici specifické isoformy
NADPH oxidas (NOX) Racl. Pfi mutaci této SOD doslo k naruseni redoxni regulace
podjednotky Racl a celkové aktivity NOX (Harraz et al., 2008). NOX jsou enzymy
generujici O2”, coz naznacuje, ze lokalizace CuZnSOD v jejich tésné blizkosti pfinasi
moznost omezit difuzni vzdalenost O>~, ktery ma byt pfisné regulovanym a prostorove
orientovanym zpusobem pieménén na H>Os. Navic, H2O> pochazejici z této interakce
NOX-CuZnSOD se piimo podili na fyziologické aktivaci transkripcnich faktort
citlivych na redoxni zmény, jako je NFxB (nuclear factor kappa light chain enhancer of

activated B-cells; Mumbengegwi et al., 2008).

Optimalizovana metoda redoxniho posunu proteint ukazala, ze jiz 30minutové
ovlivnéni rostlin MV zpusobuje vyssi oxidaci katalasy a a-tubulinu u divokého typu,
pficemz oxidované formy HSP70-1 mély snizenou abundanci. Oxida¢ni modifikace
rostlinnych katalas byly dobfe popsany. Napt. CYS420 je vysoce konzervovany mezi
vSemi tfemi isoformami katalas u A. thaliana a maze podléhat S-nitrosylaci (Palma et
al., 2020). Dalsim cysteinovym zbytkem spole¢nym pro vSechny tfi isoformy katalas je
CYS230, ktery také podléha S-nitrosylaci (Hu ez al., 2015). Kromé S-nitrosylace, byla u
katalasy 3 identifikovana pfima oxidace na CYS402 po vystaveni rostlin nizkym
teplotam (O’Slade et al., 2015). Nase vysledky ukazuji pfitomnost 2 oxidacnich stavi
katalas, coz muze naznaCovat, ze katalasy jsou regulované vicenasobnymi

modifikacemi cysteinid. Neni mozné ale rozlisit, kterych isoforem se dana oxidace tyka.
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Proto je jednou z dulezitych podminek uspésného pouziti redoxniho posunu proteint
vybér specifické protilatky, nebo pouziti dvojitych mutanti sexpresi pouze jedné
isoformy. Experiment s dvojitymi mutanty by také vyfeSil otazku pivodu pasi na
imunoblotové analyze s vy$§imi Mr u katalas. Vyznamny je ale poznatek, ze k oxidaci
peroxisomalnich katalas dochazi po indukci tvorby ROS v chloroplastech, coz muze

predstavovat novy mechanismus aktivace antioxidacni obrany.

Z nami ziskanych vysledka z redoxniho posunu proteint nelze jednoznacné urcit,
zda FSD1 ma regulacni vliv na redoxni modifikace katalas, protoze jsme zjistili rozdily
mezi fsdl mutantnimi rostlinami. Oxidace katalas se mezi rostlinami divokého typu a
mutanty fsdl-1 neliSila, pficemz u fsdl-2 mutantnich rostlin jsme zmeény v oxidaci
nepozorovali. Podobné vysledky jsme pozorovali také u HSP70 a a-tubulinu. Tyto
vysledky nekoreluji s vysokou senzitivitou obou mutantd vaci oxidativnimu stresu
(Dvorak et al., 2021a). Na druhou stranu, tento efekt miize byt také zpisoben tim, ze pfi
vytazeni FSDI genu dochazi ke zvysené akumulaci Oy kvuli snizené schopnosti jej
dismutovat na H202 (Melicher et al., 2022). O2™ nema v porovnani s H>O> tak vyrazné
schopnosti reverzibilné oxidovat cysteinové zbytky v proteinech (Mittler et al., 2022).
0>~ ma spiSe schopnost v proteinech napadat a poskozovat Fe-S klastry (Melicher et al.,
2022). Je proto mozné ze FSD1 nema rozhodujici vliv na redoxni modifikace téchto
proteinti. Jeste¢ je dobré vzpomenout, ze oSetfeni rostlin trvalo pouze 30 minut. U

déletrvajiciho oSetfeni by mohl byt efekt jiny.

5.2 Oxidace cysteinovych zbytkii a-tubulinu se méni po ovlivnéni MV

Z nasich vysledki vyplyva, ze a-tubulin podléha oxidacnim modifikacim cysteinti v
rostlinach A. thaliana. U divokého typu ovlivnéni MV zpusobilo zvySeni abundance
oxidovanych forem proteinu. Je znamo, ze tubuliny jsou citlivé na oxidativni stres a ze
jejich cysteinové zbytky mohou byt snadno oxidovany i po kratkém putsobeni ROS.
Oxidace cysteinovych zbytki mize podporovat zesitovani mezi a a B tubulinovymi
podjednotkami v duasledku tvorby disulfidovych vazeb, a tim branit polymeraci a
sestaveni mikrotubul (MT; Landino et al., 2011; Clark et al., 2014). U A. thaliana
zpusobila 30minutova exogenni aplikace H>O> kompletni depolymerizaci MT (Song et

al.

2

2020). Kromé efektd depolymerizace mohou ROS vyvolat tvorbu netypicky
usporadanych MT, které tak v bufice neplni svou funkci (Livanos et al., 2011;
Bogoutdinova et al., 2020). Je zajimavé, Ze chybéjici exprese FSDI zpusobujici

akumulaci O>" nevedla ke zvySeni oxidace v porovnani s divokym typem. Dopad
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samotné oxidace na o-tubulin a podil FSDI na tomto jevu by se dal studovat
prostfednictvim mutantni rostliny fsdl exprimujici fluorescencné znaCené MT,
naptiklad pomoci konstrukti TUA6-GFP ¢i TUA6-mRFP. Po aplikaci oxidativniho
stresu by se dal mikroskopicky potvrdit vliv mutace v genu FSDI na struktury MT.

U rostlin bohuzel existuje velmi malo poznatkli o oxidaci tubulinovych
podjednotek. Nicméné, proteomickd analyza rostlin A. thaliana oSettenych H>O»
ukazala, ze a a B tubulinové podjednotky jsou nachylné k oxidaci (Wang et al., 2012).
Kromé toho bylo pomoci proteomické analyzy zji§téno, ze obé podjednotky tubulinu
podléhaji v bunkach A. thaliana S-glutathionylaci. Vazba GSH poskytuje ochranu
thiolovych skupin cysteinti pred oxidaci. Neexistuji ale ditkazy o oxidaci a-tubulinu po
indukci tvorby ROS v chloroplastech. Bylo ale zjisténo, ze MT (spolecné s aktinem)
obklopuji chloroplasty a vytvareji kolem nich komplexni sit, obzvlasté v kortikalni
oblasti bunék. Navic, MT maji spolecné s aktinem roli pii organizace chloroplasti
vramci buinky. Po aplikaci oryzalinu (indukuje rozpad MT) bylo usporadani
chloroplastii v buiice nahodné a mnohdy se chloroplasty agregovaly do nefunkcnich
shlukti (Chuong et al., 2006). Je mozné proto vyslovit hypotézu, Ze oxidace a-tubulinu
muze souviset s roli MT v prostorovém uspotadani chloroplasti u A. thaliana. Role MT

ve spojeni s naru§enim procesu fotosyntézy neni ale vibec prostudovana.

5.3 Oxidativni stres snizil abundanci GFP-PATL4

Nase vysledky z mikroskopické analyzy ukazaly, ze se abundance GFP-PATL4 snizila
po 30minutovém pusobeni oxidativniho stresu vyvolaném MV. Tyto vysledky potvrdily
zménu abundance PATLA4, ktera byla zjisténa po diferencialni proteomické analyze
divokého typu A. thaliana (Melicher et al., 2023). Jelikoz jsou pravdépodobné vsichni
zastupci PATL rodiny lokalizovani na plasmatické membrané a bunécné desticce a jsou
spojovani s pletivy, které podléhaji vysoké mitotické aktivité (Tejos et al., 2018), tak
jev snizené abundance muze byt spojovan s narusenim mitotické aktivity. Z naSich
vysledkt je také znatelné, ze k nejvét§im poklesim abundance dochazelo pravé na
plasmatické membrané prekurzorovych bunék praducht a pravdépodobné nove

vznikajicich bunék.

Jsou znamy experimentalni data, ktera ukazuji, ze pfi oxidativnim stresu, ktery
byl vyvolany vysokou salinitou, doslo k ovlivnéni mitotické aktivité buné€k, ba dokonce

k vyskytu chromosomovych abnormalit (Singh a Roy, 2016). Oxidativni stres ma velmi
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komplexni vliv na mitotickou aktivitu. Vlivem oxidativniho stresu indukovaného MV
a alloxanem do$lo u rostlin A. thaliana ke zméné orientace rustu, ktera zahrnovala
snizeni aktivity bunéfného déleni v apikalnim meristému kotfene (Pasternak et al.,
2005a). Dle nasSich vysledkti maji mutantni rostliny patl4 v podminkach oxidativniho
stresu del$i primarni kofeny v porovnani s divokym typem. Tento jev miZe souviset
praveé s mitotickou aktivitou v meristematické zon¢ kofene. Pro pochopeni specifi¢nosti

téchto morfogennich procest je také tieba zohlednit lokalni gradienty auxinu a ROS.

Oxidativni stres hraje specifickou roli v regulaci progrese bunécného cyklu (Pyo
et al., 2013). Experimentalni data naznaCuji, ze oxidativni stres miZze nepiimo
ovlivilovat mitotickou aktivitu tim, ze zvySuje uCinky auxinu na rust. Prace na
rostlinach A. thaliana vystavenych abiotickému stresu ukazaly vyznam zmén v
gradientech auxinu pro reakce rostlin na stres, v€etné morfogeneze (Pasternak et al.,
2005b). Oxidativni stres vyvolava §iroké spektrum ucinkd podobnych auxinu (vetné
inhibice elongace primarnich kofent a inhibice prodluzovani listi a kotyledont) a tyto
ucinky odpovidaji zménam v hladindch a/nebo distribuci auxinu. Navic, b&hem
oxidativniho stresu je exprese geni PINI a PIN3 (auxinové transportéry) snizena, coz
odpovida roli auxinovych gradientd v reakcich na stresové podminky. Zajimavé je, ze
PATLA4 koexperimuje s PINI a patl4 mutantni rostliny vykazuji repolarizaci PIN1
(Tejos et al., 2018). Je tedy mozné, ze PATL4 ovliviiuje prodluzovani kofene skrze
regulaci repolarizace PIN1. Doposud ale nebyla prokazana spojitost auxinové
signalizace s ROS produkovanymi v chloroplastech pfi oxidativnim stresu. Proto nase
hypotéza vyzaduje dalsi zkoumani. AvSak bylo by to zajimavym predmétem dalSiho

zkoumani.

5.4 Mutantni rostliny patl4 jsou odolng&jsi vii¢i oxidativnimu stresu

Doposud bylo objeveno nékolik dikazi o tom, ze PATL jsou spojeny se signalizaci
pomoci auxinu (Tejos et al., 2018), stejné tak jako s odolnosti vii¢i vysokému zasoleni
(Hsu et al., 2009) ¢i imunitou vuci viram (Peiro er al., 2014). Z naSich vysledka
fenotypovacich analyz vyplyva, Zze mutantni rostliny patl4 jsou odoln&jsi vuci
oxidativnimu stresu vyvolaném MV. Domnivame se, ze tato funkce muze byt také

propojena se schopnosti PATL ovliviiovat auxinovou signalizaci.

Auxin je dobfe znamy tim, Ze reguluje mnoho rastovych a vyvojovych procesua,

jako je vyvoj meristému, bunééné déleni, prodluzovani bunék a udrzovani polarity (Pan
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et al., 2015; Verma et al., 2021), v ¢emz se prolina s funkcemi PATL. Posledni dobou je
také funkce auxinu spojovana s obranyschopnosti rostlin vuci stresovym podminkam

(Verma et al., 2022).

Hladiny auxinu a ROS se rychle méni vlivem stresovych faktora prostiedi. Bylo
prokazano, ze exogenné aplikovany auxin indukuje produkci H2O2 (Takac et al., 2016).
Iglesias et al. (2010) experimentalné potvrdili, ze rostliny mutantni v genech kodujici
auxinové receptory jsou odolnéjsi viuci oxidativnimu stresu indukovaném MV. Ukazalo
se, ze pro auxinem indukovanou produkci H>O> je nutna aktivace fosfatidylinositol-3-
kinasy. OSetfeni rostlin inhibitory fosfatidylinositol-3-kinasy razantné snizilo produkci
ROS (Joo et al, 2005). Elongace rostlinnych bunék vyvoland auxinem je
zprostiedkovana produkci ‘OH a H20,. Produkované ‘OH prostfednictvim reakci
katalyzovanych peroxidasami napomahaji naruSeni polysacharidi bunécné stény, coz

ma za nasledek zvySenou miru elongace rostlinnych bun¢k (Schweikert et al., 2000).

Mimo odolnosti vii¢i oxidativnimu stresu jsme objevili, Zze u pat/4 mutantnich
rostlin dochazi k vytvareni veétSich praduchii. Tento jev muZze pravé souviset se
schopnosti patl4 mutantnich rostlin efektivnéji vymeéiovat plyny s okolnim prostfedim,
a tak Iépe odolavat stresovym podminkam. Uz diive bylo prokazano, ze oxidativni stres
vyvolany MV indukuje uzavirani priduchové §térbiny a tim snizuje vyménu plyni
s okolim (McAinsh et al., 1996). To by poukazovalo na negativni regulacni tlohu
PATLA4 ve vyvoji praducht a odolnosti vici oxidativnimu stresu. Pfesny mechanismus,
jakym PATL4 reguluje odolnost vuci oxidativnimu stresu zustava ale nejasny a bylo by

pfinejmensim zajimavé jej dikladné prostudovat.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byly teoreticky shrnuty poznatky z oblasti reaktivnich forem
kysliku, jejich negativnich €i pozitivnich dopadd, signalizace a antioxidacni obrany u
rostlin, zejména superoxiddismutasam s zeleznym kofaktorem. Dalsi kapitola je
vénovana posttranslacnim modifikacim zprostfedkovanym ROS a RNS primarné na
cysteinovych zbytcich proteini. Pfedposledni kapitola pojednava o laboratornich
technikach a metodach, pomoci kterych je mozné redoxni posttranslaéni modifikace
identifikovat. Posledni kapitola se vénuje problematice patellini a jejich funkci u

rostlin.

Cilem této prace bylo charakterizovat vliv FSD1 na redoxni signalizaci
v podminkach oxidativniho stresu indukovaného MV. Nase vysledky odhalily nové
signalni mechanismy spojené s odpovédi rostlin na oxidativni stres vyvolany
v chloroplastech. Pomoci redoxni proteomické analyzy jsme identifikovali HSP70-1 a
a-tubulin 4 jako redoxné aktivni v podminkach oxidativniho stresu. Oba zminéné
proteiny byly dale analyzovany pomoci redoxniho posunu proteind, kde bylo zji§téno,
ze a-tubulin podléha oxidaci po oSetieni rostlin MV. Tyto vysledky mohou naznacovat
dulezitou alohu MT v odpovédi na oxidativni stres vyvolany v chloroplastech. Katalasa
byla vyhodnocena jako velmi redoxné senzitivni na podminky oxidativniho stresu.
Nicméné, detekce oxidace proteint in vivo je velmi obtizna. Redoxni posun proteind s
vyuzitim mPEG je vhodna metoda pro detekci oxidovanych stava in vivo, avsak je

nutno fict, ze metoda vyzaduje pouziti specifické protilatky.

Pomoci mikroskopické analyzy jsme také zjistili, z2 PATL4 je proteinem, jehoz
abundance se uz po 30minutovém pusobeni oxidativniho stresu snizuje. Reverzni
genetické analyzy ukazaly, ze PATL4 ma pravdépodobné negativni regulacni funkci
v odpovedi na oxidativni stres. Tento ucinek muze byt nasledkem regulace déleni bunek
pii vyvoji pruducht, coz muze vést ke zménam ve vyméné plynd pies pruduchy.
Patellin je proto zcela novym proteinem s dilezitou funkci v odpovédi rostlin na
oxidativni stres v chloroplastech. Celkové tyto vysledky mohou byt uzitecné pii

objevovani dalSich funkci PATL4.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ABC transporter
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ANP1,2,3
APX
AQP
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BST
bZIP
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CPN20
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FSD1,2,3
FSD3S
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GSH
GSH
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Excitovany tripletovy chlorofyl

ATP binding cassette transporter
4-acetamid-4’-maleimidylstilben-2,2 - disulfonova kyselina
Arabidopsis nucleus-phragmoplast-localized kinase 1, 2, 3
Askorbatperoxidasa

Aquaporiny

Askorbat

Askorbat

Adenosintrifosfat

Biotin switch metoda

Zakladni leucinové zipy

Calmodulin 4
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Calcineurin B-like protein interacting protein kinase 26
Calcium dependent protein kinase 5

Caperonin 20

Superoxiddismutasa obsahujici méd’ a zinek 1, 2, 3
Superoxiddismutasa obsahujici méd’ a zinek
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Dehydroaskorbatreduktasa

Diferenciacni gelova elekroforéza

Ethylene response factor 104

Ethylene response factor 6

Ferredoxin

Superoxiddismutasa s zeleznym kofaktorem
Ferredoxin NADP* oxidoreduktasa
Superoxiddismutaza s zeleznym kofaktorem 1. 2. 3
Sestrihova varianta superoxiddismutasy s Zeleznym kofaktorem 3
Ferredoxin-thioredoxin reduktasa

Zeleny fluorescencni protein

Glutathionreduktasy

glutaredoxiny

Glutathion

Redukovany glutathion
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Heat shock proteiny
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Isobaric tag for relative and absolute quantitation
Kapalinova chromatografie

Light harvesting complex

Light harvesting chlorophyll binding protein 2.4
Mitogenem aktivované protein kinasy kinasy kinasy
Monodehydroaskorbatreduktasa
Monodehydroaskorbatreduktasa

Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové
Mikro ribonukleova kyselina
Superoxiddismutasa obsahujici mangan
Pohybovy protein

Methoxy polyethylen glykol maleimid
Mitogenem aktivované proteinkinasy 3, 4, 6
Multiple reaction monitoring

Multiple reactiong monitoring

Mediatorova ribonukleova kyselina

Hmotnostni spektrometrie
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Methyl viologen

milivolt
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N-ethylmaleimid
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Non-expresser of pathogenesis related gene 1
NADPH dependentni thioredoxin reduktaza
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SDS
SOD
SOS1
SPL7
STN7
STN7
TCEP
TF
TMT
TPC1
Trx

viv

w/v

Hydroxylovy radikal
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Polyethylen glykol

proteiny transportujici fosfatidylinositol
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Peroxiredoxiny
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Fosfatidylcholin
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Respiratory burst oxidase homolog
Respiratory burst oxidase homolog D, F
Reaktivni formy kysliku

Kyselina sulfinova
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Kyseliny sulfenova

Kyselina salicylova

Systémove ziskana aklimatizace
Dodecylsiran sodny
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Salt overly sensitive 1

SQUAMOSA promotor-binding protein-like7
Serin/threonin proteinkinasa 7
Serin/threoninova proteinkinasa 7
Tris(2-karboxyethyl)fosfin
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Tandemova hmotnostni znancka
Two-pore channel 1

Thioredoxiny
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Hmotnost na objem (hmotnostni zlomek)
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9 PRILOHY

Priloha ¢. 1 Predikce redoxn¢ aktivnich cysteinu v aminokyselinové sekvence isoforem o-

tubulin  u  Arabidopsis  thaliana  provedena  pomoci  softwaru  pCysMod
(http://pcysmod.omicsbio.info/action.php)

Isoforma Pozice  Modifikace Peptid

o-tubulin 1 20 S-nitrosylace (-SNO) GIQVGNSCWELYCLE
118 S-sulfhydratace (-SSH) GREIVDTCLERLRKL
315 S-sulfenylace (-SOH) RHGKYMACCLMYRGD
316 S-sulfenylace (-SOH) HGKYMACCLMYRGDV
347 S-nitrosylace (-SNO) TIQFVDWCPTGFKCG
353 S-nitrosylace (-SNO) WCPTGFKCGINY QPP
376 S-nitrosylace (-SNO) AKVQRAVCMISNNTA
376 S-sulfenylace (-SOH) AKVQRAVCMISNNTA

o-tubulin 2 4 S-sulfenylace (-SOH) *#+x+MRECISIHIGQ
4 S-sulfinylace (-SOO) *#+x+MRECISIHIGQ
20 S-nitrosylace (-SNO) GIQVGNACWELYCLE
118 S-nitrosylace (-SNO) GKEIVDLCLDRIRKL
118 S-sulfenylace (-SOH) GKEIVDLCLDRIRKL
118 S-sulfhydratace (-SSH) GKEIVDLCLDRIRKL
129 S-nitrosylace (-SNO) IRKLADNCTGLQGFL
315 S-sulfenylace (-SOH) RHGKYMACCLMYRGD
316 S-sulfenylace (-SOH) HGKYMACCLMYRGDV
347 S-nitrosylace (-SNO) TIQFVDWCPTGFKCG
353 S-nitrosylace (-SNO) WCPTGFKCGINYQPP
376 S-nitrosylace (-SNO) AKVQRAVCMISNSTS
376 S-sulfenylace (-SOH) AKVQRAVCMISNSTS

o-tubulin 3 20 S-nitrosylace (-SNO) GIQVGNSCWELYCLE
118 S-sulfenylace (-SOH) GKEIVDLCLDRVRKL
118 S-sulfhydratace (-SSH) GKEIVDLCLDRVRKL
129 S-nitrosylace (-SNO) VRKLADNCTGLQGFL
305 S-sulfenylace (-SOH) PASMMAKCDPRHGKY
305 S-sulfinylace (-SOO) PASMMAKCDPRHGKY
315 S-sulfenylace (-SOH) RHGKYMACCLMYRGD
316 S-sulfenylace (-SOH) HGKYMACCLMYRGDV
347 S-nitrosylace (-SNO) TVQFVDWCPTGFKCG
353 S-nitrosylace (-SNO) WCPTGFKCGINYQPP
376 S-nitrosylace (-SNO) AKVQRAVCMISNNTA
376 S-sulfenylace (-SOH) AKVQRAVCMISNNTA

o-tubulin 4 4 S-sulfenylace (-SOH) *#+x+MRECISIHIGQ
4 S-sulfinylace (-SOO) *#+x+MRECISIHIGQ
20 S-nitrosylace (-SNO) GIQVGNACWELYCLE
118 S-nitrosylace (-SNO) GKEIVDLCLDRIRKL
118 S-sulfenylace (-SOH) GKEIVDLCLDRIRKL
118 S-sulfhydratace (-SSH) GKEIVDLCLDRIRKL
129 S-nitrosylace (-SNO) IRKLADNCTGLQGFL
315 S-sulfenylace (-SOH) RHGKYMACCLMYRGD
316 S-sulfenylace (-SOH) HGKYMACCLMYRGDV
347 S-nitrosylace (-SNO) TIQFVDWCPTGFKCG
353 S-nitrosylace (-SNO) WCPTGFKCGINYQPP
376 S-nitrosylace (-SNO) AKVQRAVCMISNSTS
376 S-sulfenylace (-SOH) AKVQRAVCMISNSTS

o-tubulin 5 20 S-nitrosylace (-SNO) GIQVGNSCWELYCLE
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o-tubulin 6

118
118
129
305
305
315
316
347
353
376
376

20

118
118
118
129
315
316
347
353
376
376

S-sulfenylace (-SOH)

S-sulfhydratace (-SSH)

S-nitrosylace (-SNO)
S-sulfenylace (-SOH)

S-sulfhydratace (-SSH)

S-sulfenylace (-SOH)
S-sulfenylace (-SOH)
S-nitrosylace (-SNO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-sulfenylace (-SOH)
S-sulfenylace (-SOH)
S-sulfinylace (-SOO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-sulfenylace (-SOH)

S-sulfhydratace (-SSH)

S-nitrosylace (-SNO)
S-sulfenylace (-SOH)
S-sulfenylace (-SOH)
S-nitrosylace (-SNO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-nitrosylace (-SNO)
S-sulfenylace (-SOH)

GKEIVDLCLDRVRKL
GKEIVDLCLDRVRKL
VRKLADNCTGLQGFL
PASMMAKCDPRHGKY
PASMMAKCDPRHGKY
RHGKYMACCLMYRGD
HGKYMACCLMYRGDV
TVQFVDWCPTGFKCG
WCPTGFKCGINY QPP
AKVQRAVCMISNNTA
AKVQRAVCMISNNTA
#*+#*MRECISIHIGQ
#*+#*MRECISIHIGQ
GIQVGNACWELYCLE
GKEIVDLCLDRIRKL
GKEIVDLCLDRIRKL
GKEIVDLCLDRIRKL
IRKLADNCTGLQGFL
RHGKYMACCLMYRGD
HGKYMACCLMYRGDV
TIQFVDWCPTGFKCG
WCPTGFKCGINY QPP
AKVQRAVCMISNSTS
AKVQRAVCMISNSTS
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Priloha ¢. 2 Experimentalné zjisténé oxidacni modifikace cysteinovych zbytki u vSech
isoforem o-tubulinu u Arabidopsis thaliana. Data ziskané¢ z pomoci softwaru iCysMod
(http://icysmod.omicsbio.info/index.php)

Nazev proteinu

1o s s Pozice modifikace Posttransla¢ni modifikace
prislu$na isoforma
o-tubulin 1 C20 S-nitrosylace (-SNO)
C315 S-sulfenylace (-SOH)
C347 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-sulfenylace (-SOH)
o-tubulin 2/4 C20 S-nitrosylace (-SNO)
Cl118 S-nitrosylace (-SNO)
C118 S-sulfenylace (-SOH)
Cl118 S-sulfhydratace (-SSH)
C129 S-nitrosylace (-SNO)
C315 S-sulfenylace (-SOH)
C347 S-nitrosylace (-SNO)
C353 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-sulfenylace (-SOH)
o-tubulin 3/5 C20 S-nitrosylace (-SNO)
C118 S-sulfenylace (-SOH)
Cl118 S-sulfhydratace (-SSH)
C315 S-sulfenylace (-SOH)
C347 Oxidace
C347 S-nitrosylace (-SNO)
C353 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-nitrosylace (-SNO)
C376 S-sulfenylace (-SOH)

o-tubulin 6 - -
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Priloha ¢. 3 Predikce redoxn¢ aktivnich cysteini v aminokyselinové sekvence isoforem

katalas u  Arabidopsis  thaliana  provedena  pomoci  softwaru  pCysMod
(http://pcysmod.omicsbio.info/action.php).

Isoforma Pozice Modifikace Peptid

Katalasa 1 230 S-nitrosylace (-SNO) KFHWKPTCGIKCLSD
230 S-sulfhydratace (-SSH) KFHWKPTCGIKCLSD
230 S-sulfinylace (-SOO) KFHWKPTCGIKCLSD
234 S-sulfhydratace (-SSH)  KPTCGIKCLSDEEAI
370 S-sulfinylace (-SOO) LPVNAPKCAHHNNHH
413 S-nitrosylace (-SNO) YPTTPIVCSGNREKC

Katalasa 2 86 S-nitrosylace (-SNO) HDISNLTCADFLRAP
86 S-sulfenylace (-SOH) HDISNLTCADFLRAP
230 S-nitrosylace (-SNO) KFHWKPTCGVKSLLE
230 S-sulfhydratace (-SSH) ~KFHWKPTCGVKSLLE
230 S-sulfinylace (-SOO) KFHWKPTCGVKSLLE
370 S-nitrosylace (-SNO) LPVNAPKCAHHNNHH
370 S-sulfinylace (-SOO) LPVNAPKCAHHNNHH
413 S-nitrosylace (-SNO) YPTPPAVCSGKRERC
413 S-sulfenylace (-SOH) YPTPPAVCSGKRERC
420 S-nitrosylace (-SNO) CSGKRERCIHEKENN
420 S-sulfenylace (-SOH) CSGKRERCIHEKENN

Katalasa 3 86 S-nitrosylace (-SNO) HDISNLTCADFLRAP
86 S-sulfenylace (-SOH) HDISNLTCADFLRAP
230 S-nitrosylace (-SNO) KFHWKPTCGIKNLTD
230 S-sulfhydratace (-SSH) KFHWKPTCGIKNLTD
230 S-sulfinylace (-SOO) KFHWKPTCGIKNLTD
370 S-nitrosylace (-SNO) LPVNAPKCAHHNNHH
370 S-sulfinylace (-SOO) LPVNAPKCAHHNNHH
402 S-nitrosylace (-SNO) SKFDPVRCAEKVPTP
402 S-sulfenylace (-SOH) SKFDPVRCAEKVPTP
420 S-sulfenylace (-SOH) YTGIRTKCVIKKENN
420 S-sulfinylace (-SOO) YTGIRTKCVIKKENN
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Priloha ¢. 4 Experimentaln¢ zjisténé oxidacni modifikace cysteinovych zbytki u vSech
isoforem katalas u Arabidopsis thaliana. Data ziskan¢ z pomoci softwaru iCysMod
(http://icysmod.omicsbio.info/index.php).

Nazev proteinu Pozice modifikace Posttransla¢ni modifikace

pfislusna isoforma

Katalasa 1 C230 S-nitrosylace (-SNO)
C413 S-nitrosylace (-SNO)

Katalasa 2 C86 S-nitrosylace (-SNO)
C230 S-nitrosylace (-SNO)
C370 S-nitrosylace (-SNO)
C413 S-nitrosylace (-SNO)

Katalasa 3 C86 S-nitrosylace (-SNO)
C230 S-nitrosylace (-SNO)
C370 S-nitrosylace (-SNO)
C402 Oxidace
C402 S-nitrosylace (-SNO)
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Priloha ¢. 5 Predikce redoxné aktivnich cysteinii v aminokyselinové sekvence HSP70-1 u

Arabidopsis thaliana provedena pomoci softwaru pCysMod
(http://pcysmod.omicsbio.info/action.php).

Isoforma Pozice  Modifikace Peptid

HSP70-1 20 S-nitrosylace (-SNO) DLGTTYSCVGVWQHD
20 S-sulfhydratace (-SSH) DLGTTYSCVGVWQHD
20 S-sulfenylace (-SOH) DLGTTYSCVGVWQHD
20 S-sulfinylace (-SOO) DLGTTYSCVGVWQHD
273 S-nitrosylace (-SNO) LRRLRTSCERAKRTL
273 S-sulfhydratace (-SSH) LRRLRTSCERAKRTL
273 S-sulfenylace (-SOH) LRRLRTSCERAKRTL
273 S-sulfinylace (-SOO) LRRLRTSCERAKRTL
319 S-nitrosylace (-SNO) NMDLFRKCMEPVEKC
319 S-sulfhydratace (-SSH) NMDLFRKCMEPVEKC
319 S-sulfenylace (-SOH) NMDLFRKCMEPVEKC
319 S-sulfinylace (-SOO) NMDLFRKCMEPVEKC
326 S-nitrosylace (-SNO) CMEPVEKCLRDAKMD
326 S-sulfhydratace (-SSH) CMEPVEKCLRDAKMD
326 S-sulfenylace (-SOH) CMEPVEKCLRDAKMD
326 S-sulfinylace (-SOO) CMEPVEKCLRDAKMD
366 S-nitrosylace (-SNO) FFENGKELCKSINPDE
366 S-sulfhydratace (-SSH) FFENGKELCKSINPDE
366 S-sulfenylace (-SOH) FFENGKELCKSINPDE
366 S-sulfinylace (-SOO) FFENGKELCKSINPDE
483 S-nitrosylace (-SNO) GVPQITVCFDIDANG
483 S-sulfhydratace (-SSH) GVPQITVCFDIDANG
483 S-sulfenylace (-SOH) GVPQITVCFDIDANG
483 S-sulfinylace (-SOO) GVPQITVCFDIDANG
609 S-nitrosylace (-SNO) MKELESICNPITAKM
609 S-sulfhydratace (-SSH) MKELESICNPITAKM
609 S-sulfenylace (-SOH) MKELESICNPITIAKM
609 S-sulfinylace (-SOO) MKELESICNPIIAKM

102


http://pcysmod.omicsbio.info/action.php

Priloha ¢. 6 Experimentalné zjisténé oxidacni modifikace cysteinovych zbytki u vsech
HSP70-1 u Arabidopsis thaliana. Data ziskané z pomoci softwaru iCysMod
(http://icysmod.omicsbio.info/index.php).

Isoforma Pozice Modifikace
C319 S-nitrosylace (-SNO)
C326 S-nitrosylace (-SNO)

HSP70-1 C609 S-nitrosylace (-SNO)
C609 S-sulfenylace (-SOH)
C609 S-sulfhydratace (-SSH)
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