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Cile prace
Teoreticka cast
e vypracovat literarni resersi shrnujici vyznam a regulaci metabolismu L-cysteinu a z ngj

odvozenych metabolitli v rostlinach, se zaméfenim na podminky biotického stresu

Prakticka cast
e optimalizace metod stanoveni zivotnosti a aktivity L-cysteindesulfhydrasy v bunécné

kultute tabakovych bunék

e studium tlohy L-cysteindesulfhydrasy v podminkach biotického stresu na modelovém

systému interakce kultury tabakovych bungk s elicitorem kryptogeinem

e stanoveni zmén aktivity L-cysteindesulfhydrasy v prubéhu vyvoje vybranych rostlin a

Vv riiznych fazich bunééné kultury



1 Uvod

Cystein jako donorova molekula redukované siry ma centralni postaveni v metabolismu
rostlin. Jsou zn¢j syntetizovany jak esencialni biomolekuly, tak i rizné obranné
slouceniny. Podili se také na redoxni signalizaci v rtiznych bunécnych kompartmentech.
Tvotfi se inkorporaci sulfidu do O-acetylserinu, reakci katalyzovanou
O-acetylserinthiollyasou (OASTL), ktera predstavuje posledni krok drahy asimila¢ni
redukce siranu. Rostlinné buniky obsahuji rizné izoformy OASTL v mitochondriich,
chloroplastech i cytosolu (Romero et al., 2014).

V nedavné dobé¢ doslo k vyznamnym pokroktim pii studiu specifickych roli izoforem
OASTL v Arabidopsis thaliana. Bylo zjisténo, Ze rodina proteinit OASTL zahrnuje ¢leny
vykazujici také napfiklad aktivitu L-cysteindesulfhydrasovou (DES) nebo
S-sulfocysteinsynthasovou (SCS). Vyzkum prokazal, ze cytosolarni hydrogensulfid a
chloroplastovy S-sulfocystein vystupuji jako signalni molekuly regulujici autofagii a
chranici fotosystémy. Cystein v cytosolu hraje nezbytnou roli v rostlinné imunité,
v mitochondriich se podili na detoxifikaci kyanidu (Romero et al., 2014).

V Arabidopsis thaliana je DES1 jedinym dosud identifikovanym cytosolarnim
enzymem katalyzujicim degradaci L-cysteinu za vzniku sulfanu, pyruvatu a amoniaku a
vykazujici tedy L-cysteindesulfhydrasovou aktivitu. Detailni charakterizace desl
mutantd, stejné¢ jako exogenni aplikace donoru sulfanu (NaHS), lapace sulfanu
(hypotaurin) a inhibitordi DES1 (hydroxylamin), poskytla informace o signalnich
funkcich sulfanu v cytosolu uplatiiujicich se v odpovédich rostliny na bioticky i abioticky
stres (Alvarez etal., 2012b; Shi et al., 2015). Krom¢ toho je pro obranu rostliny
vaci patogenum ziejmé dulezité i toxické pusobeni sulfanu (Calderwood a Kopriva,
2014). Naobrané vuci patogenim se zna¢né podili i cystein, ktery mize naptiklad
indukovat produkei fytoalexinii (Zook a Hammerschmidt, 1997). Zmény hladiny cysteinu
a sulfanu jsou fizeny predevsim zménami mnozstvi a aktivit OASTL a DESI, které spolu
kooperuji (Bloem et al., 2004).

Pochopeni d&ji probihajicich v rostlinach v disledku napadeni patogenem,
prozkoumani mechanismil vedoucich ke zvyseni odolnosti rostlin vii¢i biotickému stresu
a objasnéni ulohy sirnych sloucenin v téchto mechanismech mutze usnadnit néasledné
péstovani zeméedeélskych plodin, zvysit jejich vynos a omezit pouzivani Skodlivych

pesticidu (Bloem et al., 2015).



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Metabolismus siry v rostlinach
Sira je makronutrient nezbytny pro riist a vyvoj rostlin, ve kterych tvoii 0,3 — 0,5 %
jejich susiny. Nejveétsi mnozstvi siry v pfirod¢ se nachazi ve formé siranu se sirou
v oxida¢nim stavu VI, ktery je piijiméan rostlinami a nasledn¢ redukovan na oxidac¢ni
stupen -l a asimilovan do podoby L-cysteinu. Cystein je tak prvni organickou
slouceninou v rostlinach, ktera obsahuje redukovanou siru (Takahashi et al., 2011).
Cystein je jednak jednou z 20 proteinogennich aminokyselin, jednak je dulezitym

prekurzorem pro syntézu mnoha dalSich vyznamnych biomolekul (Obr. 1).

Siran
Asimilacéni L
redufce L
siranu
¢ Serinacetyltransferasa

Sulfid (SAT)

O-acetylserin < Serin
O-acetylserinthiollyasa <; m
(OASTL) Acetat CoA  AcetylCoA

A4

Fytoalexiny «—— | CYSTEIN | —— Proteiny

/ \‘ Glutathion

Biotin
. , Y
Glukosinolaty Methionin Fe-S klastry
"y
SAM
~a
ACC
SAM = S-adenosylmethionin “a
ACC = l-aminocyklopropan- Ethylen
1-karboxylova kyselina

Obr. 1: Metabolické drahy cysteinu u rostlin (upraveno dle Romero et al., 2014).

Thiolova skupina cysteinu mize byt posttranslacné modifikovana za i¢elem ovlivnéni
funkce proteinu. Snadno podléha naptiklad oxidaci za tvorby disulfidovych mustkd, jez
determinuji strukturu a sbaleni prostein, a tim i jejich stabilitu a funkci (Haag et al.,
2012). Nekteré proteiny mohou podstoupit reverzibilni oxidaci ¢i redukci téchto
disulfidovych mustk v ramci mechanismu redoxni regulace jejich funkce (Buchanan a
Balmer, 2005). Thiolova skupina muize byt rovnéz oxidovana za vzniku sulfenové
(-SOH), sulfinové (-SO2H) nebo sulfonové skupiny (-SOsH). Tyto modifikace jsou

zprostiedkovany peroxidem vodiku. Thiolova skupina mize také podlehnout napiiklad
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S-nitrosylaci ptisobenim oxidu dusnatého a sulfhydrylaci piisobenim sulfanu (Couturier
etal., 2013).

Thiolové skupiny cysteinli byvaji mnohdy lokalizovany v aktivnich mistech enzymt a
podili se na katalyze biochemickych reakci, naptiklad cysteinové proteasy podobné
papainu (Richau et al., 2012).

Jako ptiklady metabolit vzniklych z cysteinu miizeme uvést dal§i proteinogenni
aminokyselinu methionin, S-adenosylmethionin, S-methylcystein, rizné fytoalexiny a
glukosinolaty. Mezi enzymové kofaktory vyzadujici pro svou biosyntézu cystein patii
biotin. Sviyj ptivod v cysteinu ma rovnéz sira v Fe-S klastrech (Lewandowska a Sirko,
2008).

Vyznamnou latkou vznikajici z cysteinu je antioxidant glutathion (GSH), chemicky
tripeptid y-glutamylcysteinylglycin, jehoz hlavni funkci je udrzovani redoxni homeostazy
Vv bunikach, a to pravé diky pfitomnosti thiolové skupiny cysteinu. Glutathion slouzi
predev§im jako ochrana vi¢i oxidaénimu stresu. Z glutathionu vznikaji naptiklad
fytochelatiny umoziujici detoxifikaci tézkych kovil, glutathion je rovnéz nezbytny
pro ¢innost  glutathion-S-transferas, které katalyzuji ~ detoxifikaci  xenobiotik
prostiednictvim jejich konjugace s GSH (Mendoza-Cozatl et al., 2011; Rea, 2012).
Glutathion se také ucastni obranné odpoveédi rostlin pii napadeni patogeny (Rausch and
Wachter, 2005).

Jiny metabolit uzce spojen s metabolismem cysteinu je ethylen, fytohormon zapojeny
v regulaci fyziologickych procest, jako je kli¢eni semen, vyvoj kofenovych vlaskd, opad
listi a korunnich listkli, zrani plodl, senescence a ovlivnéni rostlinnych odpovédi
na biotické i abiotické stresy. Metabolicka draha syntézy ethylenu v cytosolu rostlinnych
bun¢k vede ptes methionin, S-adenosylmethionin (SAM) a

1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC), (Romero et al., 2014).

2.1.1 Cysteinsynthasovy komplex

Dtlezitou anorganickou slou€eninu siry ptedstavuje sulfid, produkovany
fotosyntetickymi organismy v draze nazyvané asimila¢ni redukce siranu. Pro jeho
zacClenéni do uhlikového skeletu organickych molekul jsou nezbytné enzymy
serinacetyltransferasa (SAT; EC 2.3.1.30), katalyzujici acetylaci hydroxylové skupiny
serinu s vyuzitim acetyl-CoA za vzniku O-acetylserinu (OAS), a O-acetylserinlyasa
(O-acetylserin(thiol)lyasa, OASTL; EC 2.5.1.47), ktera inkorporuje sulfid do OAS za
vzniku cysteinu (Obr. 2). Dohromady tyto dva enzymy tvoii heterooligomerni



cysteinsynthasovy komplex ptivodné charakterizovany u bakterii a pozd€ji popsany také

Vv rostlinach (Droux et al., 1998; Wirtz a Hell, 2006).

C|DOO‘9
Serin H—C—NH$ AMP
I
H,C—OH +PP ATP
Acetyl-CoA Acetat + CoA
SAT Acetyl-CoA-
synthetasa
CoA
Sl HS-  Acetit ~ §9O°
OAS H—(l:—NHgD H—cl:—NH‘;i”
H2C—O—ﬁ—CH3 H,C—SH
O OASTL Cystein

Obr. 2: Biosyntéza cysteinu v rostlinach (upraveno dle Heldt a Piechulla, 2010).

Cysteinsynthasovy komplex je tvofen pouze v piipadé, Zze se v cytosolu nachazi
nadbytek molekul OASTL vici SAT. Substraty OASTL vykazuji antagonisticky efekt
na protein-proteinovou interakci pii vzniku aktivniho komplexu: sulfid aktivuje vznik
komplexu, zatimco OAS zplsobuje jeho disociaci. Interakce SAT a OASTL kompletné
zablokuje aktivitu OASTL a sou€asné naopak zvysi aktivitu SAT. Aktivita OASTL je
zablokovana kvuli interakci C-terminalniho konce SAT s aktivnim mistem OASTL, ktera
je podstatou tvorby cysteinsynthasového komplexu, a ktera znemoziuje piistup substratii
OASTL do aktivniho mista. SAT vykazuje v komplexu nejen vyssi aktivitu, ale také nizsi
citlivost vici cysteinu, ktery ptisobi jako jeho inhibitor. Cystein se ziejmé vaze pobliz
C-konce SAT, ktery neni ptistupny, je-li SAT v komplexu s OASTL (Yi et al., 2010).

Je-li siry ve formé sulfidu v téle rostliny dostatek, dochazi k asociaci SAT a OASTL
do formy cysteinsynthasového komplexu (Obr. 3). Proteinové interakce v ramci tohoto
komplexu znacn€ méni kinetické parametry SAT, coz umoZiluje enzymu tvofit OAS
efektivnéji. OASTL je naproti tomu aktivnéjsi ve své volné podobé. Piedevsim
nadbytecna OASTL, ktera se nenavazala do komplexu se SAT, vyuziva produkovany
OAS na tvorbu cysteinu. Pfi nizké koncentraci sulfidu neni sulfid dostupny pro OASTL
a OAS se hromadi. Zvysena koncentrace OAS vede k rozpadu cysteinsynthasového

komplexu, aktivita SAT je tim snizena, takze jiz dal$si molekuly OAS nevznikaji.
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Nevzniké-li nadale ani sulfid asimila¢ni redukci siranu, koncentrace OAS pietrvavaji
na vysokych hodnotach del§i dobu, coz nasledné vede K aktivaci exprese genl
pro enzymy zajistujici redukci siranu na sulfan. Vyssi koncentrace sulfidu naopak vede
posléze k represi genu pro tyto enzymy. Cysteinsynthasovy komplex je mozno tedy

pokladat za senzor stavu zasobeni rostliny sirou (Yi et al., 2010).

(asimilace siry)
b@m OAS + Sulfid
+
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Obr. 3: Regulace cysteinsynthasového komplexu. Pro zjednoduseni schématu nereprezentuje
zobrazeny pocet obdélnikii a kruhd skutecny pocet podjednotek proteint, které spolu interaguji
(vytvoteno podle Wirtz a Hell, 2006 a Yi et al., 2010).

2.1.2 Genové rodiny kli¢ovych enzymii syntézy cysteinu u rostlin

Rostlinné buiiky obsahuji rizné formy SAT a OASTL enzymd, které se lisi predevsim
lokalizaci v bunice. Vyskytuji se v plastidech, mitochondriich 1 cytosolu. Jako modelovy
organismus slouzi Arabidopsis thaliana (husenicek rolni), v némz bylo identifikovano
pét SAT gentl a devét OASTL gent (Howarth et al., 2003; Wirtz et al., 2004). Vyzkum
in silico potvrdil, Ze v riznych organismech se vyskytuje rizny pocet ortologli SAT i
OASTL. Pocet ortolognich gentit OASTL je témét vzdy vyssi, neZ je tomu v piipadé SAT,
a to i u natolik jednoduchych organismt, jako jsou jednobunécné fasy. Nabizi se otazka,
zda jsou produkty vSech gentit OASTL zapojené do tvorby vyse zminénych komplext se
SAT, nebo zda nékteré OASTL maji svou roli v jinych metabolickych drahdch (Romero
etal., 2014).



U A. thaliana nejcastéji se vyskytujici OASTL geny (Tab. 1) detekované na
transkripéni Grovni koduji cytosolickou OAS-Al (At4g14880), plastidovou OAS-B
(At2g43750) a mitochondrialni OAS-C (At3g59760). VSechny tyto izoformy OASTL
katalyzuji syntézu cysteinu z OAS a sulfidu. Charakter enzymu OASTL rovnéz definuje
schopnost vazby na SAT. Rodina OASTL navic obsahuje vysoce exprimovanou
mitochondrialni izoformu, ktera funguje jako B-kyanoalaninsynthasa (CAS; EC 4.4.1.9)
katalyzujici pfeménu cysteinu a kyanidu na sulfan a B-kyanoalanin, a ktera hraje
nezbytnou roli v detoxifikaci kyanidu z mitochondrii, pfi¢emz vSak zajistuje hladinu
kyanidu nezbytnou pro jeho signalni funkce ve specifickych rostlinnych procesech
(Romero et al., 2014).

Tab. 1: Genova rodina OASTL v A. thaliana. OASTL = O-acetylserin(thiol)lyasa; CAS =

B-kyanoalaninsynthasa; SSCS = S-Sulfocysteinsynthasa; DES = L-cysteindesulfhydrasa
(pfevzato z Romero et al., 2014).

Gen Lokus Bunééna Enzymova

lokalizace proteinu aktivita

OAS-Al At4g14880 Cytosol OASTL

OAS-B At2g43750 Chloroplasty OASTL

OAS-C At3g59760 Mitochondrie OASTL

CYS-D1 At3g04940 Cytosol OASTL

CYS-D2 At5g28020 Cytosol OASTL
CAS-C1 At3¢g61440 Mitochondrie CAS
SCS At3g03630 Chloroplasty SSCS
DES1 At5g28030 Cytosol DES

V men$i mife dochazi také k expresi genti pro cytosolové proteiny CYS-D1
(At3g04940), CYS-D2 (At5g28020), DES1 (At5g28030), a pro plastidovy protein SCS
(At3g03630), plivodné pojmenovany CS26. Tyto geny byly identifikovany na zakladé
sekven¢ni homologie v pribéhu sekvenovani genomu A. thaliana. Dulezitym enzymem
pro udrZeni homeostazy cysteinu je L-cysteindesulfhydrasa (DES1; EC 4.4.1.1), ktera
katalyzuje rozklad L-cysteinu na pyruvat, amoniak a sulfan (Alvarez et al., 2010). SCS
protein projevuje S-sulfocysteinsynthasovou aktivitu (SSCS) a katalyzuje inkorporaci
thiosulfatu do OAS za vzniku S-sulfocysteinu. Tato reakce byla jiz difive popsana
u bakterii. U rostlin je SCS duleZzitym enzymem pro spravny pribéh fotosyntézy a je
senzorem redoxniho stavu chloroplasti (Bermudez et al., 2010).

U Solanum lycopersicum ma rodina proteint OASTL 9 ¢lend. Na produkci L-cysteinu
se podili v nejvétsi mife proteiny SIOASS5 a SIOAS6, na produkci sulfanu z L-cysteinu
hlavné SIOAS4 a SIOAS6. SIOAS8 funguje jako p-kyanoalaninsynthasa



v mitochondriich. Zadny protein z této rodiny nevykazuje vyrazng&jsi SSCS aktivitu (Liu
etal., 2019).

2.2 Cystein v rostlinach

2.2.1 Cystein v cytosolu

Cytosol je hlavnim mistem syntézy cysteinu. Jeho koncentrace zde ptesahuji
300 umol-I%, predeviim diky ¢innosti cytosolarni OASTL izoformy OAS-A1 (Tab. 1),
zatimco v ostatnich bun&énych kompartmentech byva cysteinu méné nez 10 umol-I*
(Krueger et al., 2009). Cystein ve vysSich koncentracich je kvili své zna¢né reaktivité
molekulou velmi toxickou. Thioly se snadno oxiduji za tvorby sloucenin se sirou
ve vys8ich oxida¢nich stavech, které mohou inhibovat mnoho enzymu. Cystein navic
ve velk¢ mife redukuje zelezity kation, ¢imz prostfednictvim Fentonovy reakce
zpusobuje oxidativni poskozeni (Jacob et al., 2003). Udrzovani homeostazy cysteinu
Vv cytosolu pomoci koordinace enzymovych aktivit OAS-Al a DES1 je pro rostlinu
zivotn¢ dilezité.

Lopez-Martin (2008) a kolektiv charakterizovali oas-al mutanty A. thaliana. OAS-Al
je nejabundantngjsi cytosolicka izoforma OASTL. Je zapojena v odpovédich Arabidopsis
na abioticky stres, pfedev§im na pfitomnost tézkych kovl. Klicovymi slouceniny jsou
fytochelatiny, které tézké kovy chelatuji do své struktury, a které vznikaji z cysteinu,
pficemz meziproduktem je glutathion. U vySe zminénych mutantti hladina cysteinu i
glutathionu poklesla a redoxni stav glutathionu byl posunut smérem k oxidované form¢.
Mutanti dale vykazovali zvySenou citlivost ke kadmiu. Bylo také zjisténo, Ze deficience
OAS-A1 zplsobuje u mutantd odchylky v homeostdze peroxidu vodiku. Vysledkem
nerovnovahy mezi tvorbou a odbouranim reaktivnich forem kysliku (ROS) byl oxidaéni
stres, a to i Vv nestresyjicich podminkach u téchto mutantd. Vné&j$im projevem byl
spontanni vznik 1ézi na listech v diisledku bunééné smrti. Hladina cysteinu mize tedy
slouzit jako parametr antioxida¢ni kapacity v cytosolu Arabidopsis (Lopez-Martin et al.,
2008).

U oas-al mutanta doslo k poklesu koncentrace cysteinu 0 35 %, naopak u desl
mutanta, jehoz schopnost cystein odbouravat byla sniZena, doslo k naristu koncentrace
cysteinu o 25 %. Maximalni odchylky v hladin€ intracelularniho cysteinu, které jeste
nezpusobuji pozorovatelnou toxicitu cysteinu viici rostling, jsou tedy 25 — 35 %. Zatimco

deficit OAS-Al vede ke zvyseni hladiny ROS, deficit DES1 vede K jejimu snizeni.



U desl mutanta doslo navic ke zvySeni tolerance vuc¢i kadmiu, coz je efekt opacny
k situaci u oas-al mutanta (Lopez-Martin et al., 2008; Alvarez et al., 2010; Romero et
al., 2014).

Piidavek OAS inhibuje uvoliiovani plynného sulfanu z rostliny a navySuje produkci
cysteinu (Rennenberg, 1983). Na druhou stranu slouc¢eniny inhibujici tvorbu glutathionu
Z cysteinu a zbylych dvou aminokyselin podporuji uvoliiovani sulfanu. D4 se tvrdit, Ze
pokud jsou procesy spotfebovavajici cystein inhibovany a koncentrace cysteinu roste,
sulfid je emitovan jako plynny H2S (Rennenberg a Filner, 1982).

Burandt a kolektiv (2001) jako prvni popsali korelaci mezi enzymovym uvoliiovanim
sulfanu z cysteinu a celkovym obsahem siry v rostlin€. S rostoucim obsahem siry klesa
aktivita DES1 a roste aktivita OASTL. Bloem a kolektiv (2004) vsak o néco pozdéji
publikovali, Ze rostliny s deficienci siry vykazuji vyS$si aktivitu enzymu produkujiciho
cystein 1 enzymu katalyzujiciho katabolismus cysteinu, nez rostliny s dostatkem siry.
V ptipadé DESI se vysledky u obou skupin védct shoduji. Odpoveéd’ na zménu celkového
obsahu siry na trovni OASTL ziistava nejasna.

Vliv na tvorbu L-cysteinu i produkei sulfanu ma i ptijem dusiku rostlinou. U rostlin
s dostatkem dusiku byla zjisténa zvySena aktivita OASTL i DESI1, vyssi obsah
organickych sloucenin se sirou a niz$i obsah siranu. To naznacuje, ze dostate¢ny piijem
dusiku, jehoZ obsah je limitujicim faktorem pro tvorbu proteintl, vede k tomu, Ze vice siry
ze siranl je zabudovavdno do proteini. Vyssi aktivita DES1 zde muze slouZit jako
ochrana vii¢i nadmérnému hromadéni cysteinu v rostliné. Byla prokdzana 1 negativni
korelace mezi obsahem siry ve formé siranu s aktivitou L-cysteindesulfhydrasy,
na druhou stranu vyssi obsah cysteinu a GSH je spojen se zvySenou aktivitou tohoto

enzymu (Bloem et al., 2004).

2.2.2 Cystein v mitochondriich

Pomoci specifické down-regulace mitochondrialni SAT plsobenim interferujici RNA a
pomoci T-DNA inzer¢nich mutantl bylo ukazano, Ze mitochondrie, nikoliv chloroplasty
nebo cytosol, jsou hlavnim zdrojem OAS in vivo pro naslednou syntézu cysteinu
vV cytosolu. Proto byla ur¢itda pozornost veénovana také clenim OASTL rodiny
zodpovédnym za syntézu cysteinu v mitochondriich. V Arabidopsis existuji
vV mitochondriich dva vysoce exprimované proteiny. Prvnim je samotna OASTL, kterd je
zde oznacovana OAS-C, a ktera katalyzuje inkorporaci sulfidu do OAS, ¢imz vznika

cystein (Romero et al., 2014). Druhym je [-kyanoalaninsynthasa (CAS-Cl1), jez



katalyzuje konverzi cysteinu a kyanidu na hydrogensulfid a B-kyanoalanin (Obr. 4).
Relativné velké mnozstvi transkriptu pro f-kyanoalaninsynthasu bylo zjisténo v listech.

U OAS-C bylo vétsi mnozstvi transkriptu naméfeno v kofenech (Wanatabe et al., 2008).

(Cytosol)
(Stroma chloroplastit) (Lumen thylakoidd)
Thiosulfat Sulfid
S-sulfocystein .
O-acetylserin
O-acetylserin Cystein
r\ Cystein
Sulfid Pyruvat + amoniak
Sulfid
Kyanid
O-acetylserin ZCyatem B-kyanoalainin
(Mitochondrie) Sulfid

Obr. 4: Vnitrobunééna lokalizace ¢lenti enzymové rodiny OASTL a reakce. které tyto enzymy
katalyzuji v A. thaliana (upraveno dle Romero et al., 2014).

Mitochondrialni OAS-C pfispiva pouze z 5 % k celkové OASTL aktivité, ziejmé ma
vSak velmi dilezitou roli pfi detoxifikaci sulfidu a kyanidu v mitochondriich (Romero et
al., 2014). V tzv. kyanogennich rostlinach je kyanid produkovan v dasledku degradace
kyanogennich lipidii nebo kyanogennich sacharidli. V nekyanogennich druzich, jako je
A. thaliana, je hlavni zdroj kyanidu odvozen z biosyntézy fytohormonu ethylenu a
fytoalexinu camalexinu. Prvnim stupném syntézy ethylenu je pfeména
S-adenosylmethioninu na 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC)
pisobenim ACC-synthasy. Ta je pak ACC-oxidasou oxidovana za vzniku ethylenu a
kyanomraven¢i kyseliny, ktera podléha spontannimu rozkladu na oxid uhlicity a kyanid
(Garcia et al., 2010).

V priubéhu biosyntézy camalexinu je indol-3-acetonitril, meziprodukt odvozeny
od tryptofanu, konjugovan s cysteinem, ¢imz vznikne substrat pro enzym z rodiny
cytochroma P450 (enzym CYP71B15), ktery katalyzuje tvorbu thiazolinového kruhu
spojenou s uvolnénim kyanidu (Garcia et al., 2013).

Kyanid je potencialnim inhibitorem cytochrom-c-oxidasy, ktera je slozkou dychaciho
fetézce. Mitochondrialni CAS-C1 detoxifikuje kyanid tim, Ze zné& vytvoii

B-kyanoalanin, avSak jednim z produktli této enzymové aktivity je hydrogensulfid, ktery

9



rovnéz inhibuje cytochrom-c-oxidasu. Hydrogensulfid je poté detoxifikovan OAS-C, coz
vede Kkprodukci cysteinu. Cystein je nasledné opét vyuzit enzymem CAS-C1l
k detoxifikaci kyanidu, ¢imz vznika v mitochondrii cyklicka draha (Obr. 4). OAS-C a
CAS-CI1 se tedy ve své funkci vzajemné dopliuji a hraji dilezitou roli v udrzeni urcité
hladiny kyanidu v mitochondriich (Garcia et al., 2010; Romero et al., 2014).

Urcita vyssi koncentrace kyanidu, ktera pro rostliny jesté neni toxicka a neblokuje
kompletné dychaci fetézec, vede k defektu tvorby kotenovych vlaskii, obdobné jako
exogenni pifidavek kyanidu do ristového média. Tomuto dé&ji miizeme zabranit
pfidavkem hydroxokobalaminu, ktery slouzi jako antidotum pfi akutnich otravach
kyanidy u lidi. Bylo publikovano, ze hydroxokobalamin neobnovuje pouze kofenovy
fenotyp rostlin mutantd postradajicich funkéni CAS-C1, ale také tvorbu ROS, ktera je
pro rust kotfenovych vlaskii od Spicky nepostradatelnd. Akumulace kyanidu ptsobi jako
represivni signdl pro né¢kolik genii kddujicich enzymy, které jsou zapojené do piestavby
bunécné stény a do tvorby $pic¢ky kofenového vlasku. Ovliviiuje také geny zahrnuté
V metabolismu a signalizaci ethylenu. Spravna hladina a funkce enzymi OAS-C a
CAS-C1 je tedy nutna pro rast kofenovych vlasku (Garcia et al., 2010).

Enzym CAS-C1 ovliviiuje také interakce rostliny s patogenem. Mutantni cas-cl
rostliny vykazovaly zvySenou citlivost viéi nekrotrofni houb& Botrytis cinerea, ale
zvysenou toleranci vuéi biotrofni bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.
Transkripéni regulace genu pro CAS-C1 v prubéhu tii riznych interakci rostliny
S patogenem zpusobila rozdilnou akumulaci kyanidu pii kazdé interakci. CAS-C1 je
pravdépodobné zahrnuty v signalni draze vedouci krezistenci nebo senzitivité
Vv zavislosti na typu patogenu (Garcia et al., 2013). Kromé toho je akumulace kyanidu a
exprese genu pro CAS-C1 negativné korelovana s kompatibilnimi a nekompatibilnimi
interakcemi rostliny s bakteriemi. Mutace v CAS-C1 genu zpisobuje zpomaleni
respiracni rychlosti v listech, akumulaci ROS, indukci alternativni oxidasy a expresi PR1
proteinti. Je mozné, Ze inhibice dychaciho fetézce v misté cytochrom-c-oxidasy
kyanidem, ktery je pfechodné akumulovéan v prib¢hu avirulentni bakteridlni infekce a
kontinualn¢ akumulovan v cas-c1 mutantovi, indukuje aktivitu alternativni oxidasy a
akumulaci ROS, coz poté vede ke stimulaci signalni drahy rostlinného imunitniho

systému zavisejici na salicylové kyseliné (Garcia et al., 2013).

10



2.2.3 Cystein v chloroplastech

Chloroplasty Arabidopsis obsahuji dvé OASTL izoformy, OAS-B a SCS. Prvni z nich
katalyzuje inkorporaci sulfidu do cysteinu, druha ma S-sulfocysteinsynthasovou aktivitu
a katalyzuje spojeni thiosulfatu a OAS, ¢imz vznika S-sulfocystein (Obr. 3). SCS protein
je lokalizovan v lumenu thylakoidt, zatimco OAS-B se nachazi ve stromatu. SCS
postrada O-acetylserin(thiol)lyasovou aktivitu, protoZze mutace v genu pro SCS nem¢la
zadny vliv na celkovou aktivitu OASTL v porovnani s wild-type jedinci. SCS vsak hraje
nezbytnou roli pfi regulaci redoxniho stavu v chloroplastech. Fenotypové odlisSnosti
zpusobené ztratou funkce SCS zavisi na dobé vystaveni svétlu (Bermtdez et al., 2010;
Bermudez et al., 2012).

Mutanty s knockoutovanym genem pro SCS vykazovaly pii delsi fotoperiodé
(long-day conditions) bledost a mensi velikost, zatimco kratka fotoperioda nezpusobila
pozorovatelné zmény fenotypu. U mutantnich rostlin poklesl obsah chlorofylu a
fotosynteticka aktivita, hladina celkového glutathionu naopak vzrostla. Dale doslo
k poklesu rychlosti asimilace oxidu uhli¢itého, vodivosti mezofylu a intenzity
mitochondrialni respirace za tmy. Mutanty vyzadovaly vétsi pocet fotond na udrzeni toku
elektront a rychlosti asimilace oxidu uhli¢itého. Nadbyte¢né elektrony, které nebyly
vyuzity ve fotosyntetickych reakcich, se mohly podilet na vzniku ROS, jejichz akumulace
pfi dlouhém osvétleni byla rovnéz pozorovana. Naproti tomu u mutanti s chybéjicim
enzymem OAS-B nedoslo k Zddnym zménam ve fenotypovych projevech pii vystaveni
rostlin dlouhé fotoperiodé. Zajimavé ale je, ze u téchto mutanti byla nalezena vyssi
S-sulfocysteinsynthasova aktivita. Na zavér mizeme konstatovat, ze S-sulfocystein a
aktivita SCS jsou pravdépodobné nezbytné pro redoxni regulaci v chloroplastech
zavisejici na svétle (Bermutdez et al., 2010; Bermudez et al., 2012).

Asimilace siranu v chloroplastech zavisi na feredoxinu, ktery slouzi jako reduktans
pro sulfitreduktasu redukujici sifi¢itan na sulfid v pribéhu drahy asimila¢ni redukce
siranu. V podminkach nadbytecného osvétleni pievysi pocet fotoni absorbovanych
chloroplasty fotosyntetickou kapacitu chloroplastii. Nasledkem je produkce ROS, které
mohou interferovat sredukci sifi¢itanu, a které mohou rovnéz oxidovat sulfid
na thiosulfat (Gotor a Romero, 2013a). Thiosulfat slouzi jako substrat enzymu SCS, jehoz
katalytickym ptsobenim vznika v lumen thylakoidt S-sulfocystein putsobici jako
indikator mozného oxidacniho stresu. Je mozné, ze zde pusobi jako mirny oxidant
indukujici redoxni zmény, jez vedou K aktivaci nékterych regula¢nich proteinti. Déje se

tak oxidaci cysteinovych rezidui proteind, coz zpisobuje zménu jejich aktivity vedouci
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k ochran¢ fotosyntetického aparatu pred fotooxida¢nim poskozenim. Potencialnim cilem
této oxidace jsou violaxanthindeepoxidasy pfeménujici v ramcei xanthofylového cyklu
violaxanthin na antheraxanthin a zeaxanthin, ndsledkem ¢ehoz je pak disipace nadbyte¢né
svételné energie do formy tepla. Redukce violaxanthindeepoxidasy snizuje jeji aktivitu.
S-sulfocystein mize tedy fungovat jako senzor pro proteiny, které jeho prostfednictvim
detekuji akumulaci thiosulfatu jako vysledek nedostatecné detoxifikace ROS, a které
spousti obranné mechanismy fotosyntetického aparatu vici nadmérnému ozareni (Gotor
a Romero, 2013a).

Navzdory fun¢nim rozdilim vyuzivaji OAS-B i SCS spolecny substrat OAS
pro inkorporaci sulfidu nebo thiosulfatu, tim padem soutézi o tento substrat. Vzhledem
K tomu, ze OAS-B je podstatné abundantnéjs$i nez SCS, dostupnost OAS pro syntézu
S-sulfocysteinu v lumen je limitovana aktivitou OAS-B ve stromatu (Romero et al.,
2014).

2.3 Prehled znalosti o L-cysteindesulfhydrase v rostlinach

Rostlinnd L-cysteindesulthydrasa (DES1) patfi do rodiny rostlinnych enzymi
O-acetylserin(thiol)lyas (OASTL). V ramci této rodiny bylo u A. thaliana dosud popsano
osm Clent zapojenych do metabolismu jednoduchych sirnych sloucenin (Tab. 1),
(Romero et al., 2014). DES1 byla poprvé identifikovana na zakladé sekvenc¢ni homologie
s ostatnimi OASTL enzymy v prubéhu kompletniho sekvencovani genomu Arabidopsis.
Pivodnim nazvem byl CS-LIKE podle ,,cysteine synthase-like®. Alvarez a kolektiv
(2010) jako prvni exprimovali gen pro tento protein pivodem z Arabidopsis v bakterii
Escherichia coli a ur¢ili neékteré¢ zakladni charakteristiky enzymu na zakladé chovani
ziskaného purifikovaného rekombinantniho proteinu.

DES1 (EC 4.4.1.1) je v rostlinach pravdépodobné hlavnim enzymem rozkladajicim
L-cystein na hydrogensulfid, pyruvat a amoniak ve stechiometrickém poméru 1:1:1. Tuto
reakci mizeme nazyvat desulfurace cysteinu. DES1 je lokalizovana v cytosolu, kde se
ucastni regulace hladiny L-cysteinu spolecné s majoritni OASTL formou OAS-A1, ktera
je exprimovana v mnohem vét§im mnozstvi a jejiz hlavni funkci je produkce cysteinu
(Alvarez et al., 2010; Romero et al., 2014). Podobné¢ jako zbylé ¢leny OASTL rodiny
vyzaduje DESI1 jako kofaktor pyridoxalfostat (PLP). Po purifikaci rekombinantniho
proteinu DES1 pomoci afinitni chromatografie vzrostla L-cysteindesulthydrasova

aktivita 4,5krat a O-acetylserin(thiol)lyasova aktivita klesla 7,3krat. Z toho vyplyva, zZe
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DESI1 preferuje katalyzu degradace cysteinu. Purifikovana DES1 vykazuje také
D-cysteindesulfhydrasovou aktivitu, ktera vSak byla desetkrat niz§i nez aktivita
L-cysteindesulfhydrasova (Alvarez et al., 2010).

DES1 se mimo jiné lisi od ostatnich ¢lentt OASTL rodiny v aminokyselinové sekvenci
B8A-BIA smycky, kterd je u ostatnich OASTL proteinli vysoce konzervovana, a ktera je
velmi dilezita pro interakci se serinacetyltransferasou. To je v souladu s pfedpokladem,
ze hlavni funkci DESI neni produkce cysteinu (Alvarez et al., 2010), ktera je fizena
tvorbou a rozpadem cysteinsynthasového komplexu (Wirtz a Hell, 2006). Na druhou
stranu vSechna rezidua zodpovédna za vazbu PLP jsou konzervovana i u DESI, coz je
Vv souladu se zjisténim, ze DES1 vyzaduje PLP jako kofaktor (Alvarez et al., 2010).

Hypotézu, Ze hlavni funkci DES1 je degradace cysteinu, a ne jeho tvorba, déle
podporuje zjisténi, Ze hodnota Michaelisovy konstanty Km pro cystein u DES reakce
(0,4 mmol-17?) je tfinactkrat mensi nez hodnota Ku pro O-acetylserin u OASTL reakce.
DES1 ma proto mnohem vétsi afinitu k cysteinu. Limitni rychlost rozkladu L-cysteinu je
viak pouze piiblizné 0,04 pmol-min™*-mg™? (Alvarez et al., 2010).

Exprese genu pro DESI1 je nejvyrazngjsi v listech 14 dni starych semenacki a 35 dni
byla naméfena u 20 dni starych rostlin, kdy byl jiz ukoncen rust listové razice a kdy jeste
nebyly viditelné pupeny. Na turovni pletiv byla exprese detekovana v builkdch
mezofylovych i1 epidermdlnich, véetné bunck svéracich, v okoli porit hydatod 1 uvnitt
trichomut. U starSich rostlin probiha exprese nejen v listech, ale dokonce i v kvétech
(Laureano-Marin et al., 2014).

Nedavno byl poprvé izolovan a sekvenovan také gen pro DES1 z fepky (Brassica
napus), (Xie et al., 2013). Gen vykazuje homologii s DES1 z Arabidopsis, 85,1 %
nukleotidii v sekvenci je shodnych. Koduje polypeptid o velikosti 323 aminokyselin a
hmotnosti  34,5kDa. Autofi protein nazvali BnDES1 pro odlisSeni od
L-cysteindesulfhydrasy z Arabidopsis, ktera se nyni nékdy oznacuje jako AtDESI.
K nejvyraznéjsi expresi BnDES1 dochazi v kvétech fepky, mira exprese ve vegetativnich
organech, vcetné listl, byla nékolikrat nizsi. Podobné jako v piipadé AtDES] je vedle;jsi
reakci  O-acetylserin(thiol)lyasova i u  BnDESI1.  Hlavni reakci je
L-cysteindesulthydrasovd, coz dokazuje nartist DES aktivity po purifikaci proteinu
BnDESI ziskaného expresi v E. coli. Zjisténé teplotni optimum bylo 37 °C (Xie et al.,
2013).
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Nedavno byla popsana OASTL rodina proteintt u Solanum lycopersicum. Aktivita
DES byla naméfena u 4 proteind z rodiny OASTL (SIOAS4, SIOAS6, v mensi mife
SIOAS2 a SIOAS5S), (Liu et al., 2019).

pH optimum BnDESL1 je 9,0 (Xie et al., 2013), pH optimum DES1 v extraktech
z rostlin Nicotiana tabacum je 8,0 (Harrington et al., 1980). Nejsou zadné udaje o pH
optimu DES1 v listech A. thaliana. Burandt a kolektiv (2002) vSak uvadi, ze DES aktivita
Arabidopsis nartsta s rostoucim pH az do hodnoty 10,0, pficemz pH optimum lezi
pravdépodobné nad touto hodnotou.

Mutace v AtDES1 genu vede K piedCasné senescenci listd (Obr. 5), ktera byla
potvrzena i zvySenou expresi genll zahrnutych v procesu starnuti rostliny i zvySenou

hladinou souvisejicich transkrip¢nich faktori. Absence DES1 vede ke znaénému snizeni

celkové desulfuraéni aktivity v listech, coz je spojené s narlistem obsahu cysteinu

(Alvarez et al., 2010).

des1-1 k. \ wt Col-0

Obr. 5: Senescentni fenotyp u des1 mutanti A. thaliana (ekotyp Columbia-0). Divoky a mutantni
typ byly péstovany vedle sebe v pudé po dobu 4 tydnl za podminek dostatku zivin a
s fotoperiodou 16 h svétlo/8 h tma (pfevzato z Romero et al., 2014).

Deficience DES1 v Arabidopsis vede kakumulaci izoforem autophagy-related
proteinti 8 (ATGR8), coz je v riznych systémech znak aktivace autofagie. Sulfan jako
signalni molekula pravdépodobné slouzi k regulaci autofagie, protoze exogenni sulfan
brani akumulaci ATG8 proteinti v desl mutantnich rostlinach (Gotor et al., 2013b).

DESI je zahrnutd v signdlni dréze kyseliny abscisové ve svéracich bunikach, kde se
podili na fizeni zavirani a otevirani praduchil na listech. Kyselina abscisova stimuluje

expresi DES1. Vzhledem k tomu, Zze u desl mutanti doslo ke snizeni hladiny oxidu
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dusnatého ftidiciho zavirani pruduchd, je DES1 pravdépodobné nutna pro jeho tvorbu
(Scuffi et al., 2014).

Vzhledem k tomu, Ze donor sulfanu NaHS podporuje tvorbu lateralnich kofent
U semenacku rajcat s nizkou hladinou auxinu, je mozné, ze ma sulfan produkovany DES1
ulohu i v signalni draze auxinu vedouci k tvorbé postrannich kotend (Obr. 6), (Fang et

al., 2014).

CDKA;1
crc42;1
KRP2

Tvorba postrannich kofent

Obr. 6: Signalni draha zahrnujici auxin, DES a sulfan v prib&éhu tvorby postrannich kofenu
semenackt rajCete. Draha vede k regulaci proteind ucastnicich se regulace bunééného cyklu
(CDKA;1, CYCAZ2;1 a KRP2). Otaznik naznacuje jiné mozné drahy vedouci k endogennimu
metabolismu sulfanu. HT (hypotaurin) je lapa¢ sulfanu. NPA (N-1-naftylftalamova kyselina) je
inhibitor bazipetalniho efluxu auxinu (upraveno podle Fang et al., 2014).

Osetfeni gibereliny zptsobuje pokles aktivity DES1 v aleuronové vrstvé pSenice.
Programované bunécné smrti indukované gibereliny bylo zabranéno dodanim
exogenniho NaHS. Existuje tedy zifejmé souvislost mezi programovanou bunéénou smrti
navozenou fytohormony a metabolismem sulfanu v aleuronové vrstvé pSenice (Xie et al.,
2014).

Zmény exprese a aktivity DES1, pfipadn¢ zmény hladin substratu a produktu tohoto
enzymu, ke kterym dochazi v prabehu biotického stresu, jsou pfedmétem nésledujicich
kapitol. DES1 se vsak ucastni i odpovédi na mnoho abiotickych stresovych faktort
(Romero et al., 2014). Prostiednictvim produkce sulfanu navysuje toleranci k suchu (Jin
etal., 2013), k osmotickému stresu (Khan et al., 2017) a k vysoké teploté (Li a Gu, 2016).
Naopak u desl mutantt se projevila vyssi odolnost ke kadmiu, a to v disledku vyssiho
obsahu cysteinu (Alvarez et al., 2010), z néhoz se mohou tvofit fytochelatiny chelatujici
tento tézky kov (Romero et al., 2014). V néekterych piipadech je tedy zadouci narist

aktivity DES1, v jinych pokles, nebot’ v navySovani tolerance mize hrat roli sulfan se
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svymi signalnimi funkcemi nebo cystein jako prekurzor fytochelatini a jinych latek
podilejicich se na vzniku odolnosti k abiotickému stresu. V mnoha procesech sulfan
pusobi spole¢né s dalSimi signalnimi molekulami, jako je oxid dusnaty (Scuffi et al.,
2014, Khan et al., 2017), oxid uhelnaty (Li a Gu, 2016) nebo peroxid vodiku (Hancock
etal., 2014).

Stoji za zminku, ze D-cysteindesulfhydrasa (EC 4.4.1.15), ktera specificky vyuziva
D-cystein jako substrat a ktera katalyzuje vznik stejnych produktt jako DES1, je uplné
odlisny enzym =z hlediska struktury i nékterych biochemickych parametru.
D-cysteindesulthydrasova aktivita byla objevena v mnoha rostlinnych druzich.
V Arabidopsis byly nalezeny dva geny kodujici proteiny vykazujici tuto aktivitu,
At3g26115 a At1g48420 (Rennenberg et al., 1987; Papenbrock et al., 2007). Funkce
D-cysteinu, stejné jako D-enantiomeri vétSiny ostatnich aminokyselin, neni dosud
znama. Volné D-aminokyseliny v zastoupeni 0,5 — 3 % vzhledem k jejich L-formam jsou
vSak prirozenou soucasti rostlin. Jednou z funkci D-cysteindesulthydrasy miize byt
detoxifikace malforminu, fytotoxického peptidu, ktery je produkovan Aspergillus niger,
a jehoz soucasti je pravé D-cystein (Riemenschneider et al., 2005).

Tvorbu sulfanu muze katalyzovat i cytosolarni L-cysteindesulfurasa (EC 2.8.1.7.),
pokud vyuziva L-cystein methylester jako substrat (Heidenreich et al., 2005). Hlavni
funkci L-cysteindesulfuras je katalyza desulfurace L-cysteinu za vzniku alaninu a
elementarni siry. Proteiny vykazujici L-cysteindesulfurasovou aktivitu byly nalezeny
Vv cytosolu, mitochondriich i chloroplastech a jejich hlavni ulohou je zfejmé poskytovani
elementarni siry pro tvorbu biotinu, thiaminu a Fe-S klastri (Van Hoewyk et al., 2008).

L-cysteindesulfhydrasa nebyla charakterizovana u ZivociSnych organismi, kde
produkci  sulfanu  katalyzuje cystathionin-y-lyasa a  cystathionin-p-synthasa
(Romero et al., 2013). L-cysteindesulfhydrasa vSak byla popsana u bakterii, napiiklad
u Escherichia coli (Metaxas a Delwiche, 1955).

2.4 L-cysteindesulfhydrasa a bioticky stres

2.4.1 Uvod do imunity rostlin

Rostliny jsou neustdle vystavovany utokim velkého mnozstvi riznych patogenti a
herbivori (bylozravcll). Pouze mala ¢ast patogent je vSak schopna proniknout do rostliny
a vyuzit ji jako zdroj energie, protoze rostliny jsou vici vétSiné patogenl rezistentni

(Alvarez et al., 2012). Objeveni mechanismuti pisobeni L-cysteinu a sulfanu a nasledné
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objasnéni lohy DES1 v rostlinnych odpovédich na bioticky stres bude nerozlu¢né spjato
S podrobné&j$im vyzkumem dé&ji, na kterych je zalozena rostlinna imunita.

Pfi obrané rostliny vii¢i fytopatogeniim jsou rostlinou vyuzivany dva typy imunity.
Prvnim typem je imunita spousténa molekularnimi vzory asociovanymi s patogeny
(pathogen-associated molecular patterns-triggered immunity, PTI), ktera je aktivovana
vazbou urcitych vzorovych molekul nachazejicich se u patogent (tzv. PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns) na tzv. PRR receptory (pattern recognition
receptors, ,,receptory rozpoznavajici vzory®), jez se vyskytuji na povrchu rostlinnych
bun¢k. PAMPs jsou vétSinou konzervované molekuly mikrobt, jejichz struktura se
Vv pribéhu evoluce vyrazné nezménila, napiiklad bakteridlni flagelin nebo elongacéni
faktor Tu. VétSinou se jedna o latky nezbytné pro preziti mikrobti. PTI zahrnuje nékteré
rané odpovédi rostliny na pfitomnost patogena, jako je uzavirani stomat, aktivace
mitogen-activated proteinkinasové kaskady (MAPK), aktivace exprese gend se vztahem
k rezistenci, produkce ROS a ukladani kalosy (Hou et al., 2011; Miller et al., 2017).

PTI mohou diky interakci s PRR indukovat také tzv. DAMPs (damage-associated
molecular patters), coz jsou latky piivodem z hostitele, které vznikaji jako produkty
rozkladu, jenz nastava v pribéhu infekce ¢i zranéni rostliny (Miller et al., 2017).

Druhym typem je imunita spousténa efektory (effector-triggered immunity; ETI),
ktera je iniciovana specifickym rozpozndnim patogennich sekretovanych efektort typu
IIT (T3SEs) rostlinnymi intraceluldrnimi rezistenénimi proteiny (R-proteiny). Odpovéd
rostliny uskutecnénd v rdmci efektorem spuSténé imunity je podstatné 0¢innéj$i a
specifictéjsi nez odpovéd’, kterd nastdva pii patogenem spusténé imunité. V soucasné
dobé se predpoklada, ze se ETI vyvinula z PTI, pficemZ podnétem pro tuto evoluci
rostlinné imunity byly molekuly T3SE. Patogeny proliferuji v mezibunééném prostoru
rostlin (v apoplastu) a ziskavaji zrostlinnych bunék ziviny. Pfitom uvoliiuji
do rostlinnych bunék T3SE, které jsou zodpovédné za patogenezi téchto nezadoucich
organismtil, nebot” narusuji normalni fyziologické a biochemické procesy u rostlin.
Hlavnim znakem ETI je hypersenzitivni odpovéd’ spojend s programovanou bunéénou
smrti, kterd ma piredevsim zabranit Sifeni biotrofnich patogenil. Hypersenzitivni odpovéd’
je spojena s mnohem vyraznéjsi tvorbou ROS, neZ je tomu v ptipadé PTI (Hou et al.,
2011; Alvarez et al., 2012).

ETI nastava poté, co produkty patogennich genii avirulence (Avr geny) suprimuji PTI

signalni odpovédi a vyvolaji efektorem spusténou susceptibilitu neboli nachylnost (ETS;
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effector-triggered susceptibility). Jakmile dojde k aktivaci R-proteinti témito molekulami
(konkrétné T3SE), muze dojit k iniciaci ETI (Miller et al., 2017).

2.4.2 Sirou indukovana rezistence

Az do 70. let 20. stoleti byla sira v atmosféfe vnimana témet vyhradné jako polutant a
hlavni pfi¢ina kyselych dests zptisobujicich thyn mnoha stromt a nasledné zniceni lesa.
Jakmile na poc¢atku 80. let vstoupily v platnost zakony o Cistoté ovzdusi (Clean Air Acts),
kontaminace ovzdu$i oxidem sifiCitym zacala byt pribézné odstranovana. Sira se
postupné¢ meénila z nechténého polutantu na chyb¢jici nutrient rostlin v zemédélstvi,
protoze pole pfestala byt nepfimo hnojena prostfednictvim primyslového znecisténi
(Bloem et al., 2015; McGrath et al., 1996). Deficit siry byl poprvé pozorovan
u brukvovitych plodin (Brassicaceae), které¢ pozaduji velké mnozstvi siry pro tvorbu
ruznych sekundarnich metabolit obsahujicich siru, jako jsou glukosinolaty (Bloem et al.,
2015). Ve Skotsku obsah siry klesal jesté rychleji nez v kontinentalni Evropé. Doslo zde
na pocatku 90. let ke znaénému narGstu Cetnosti napadeni fepky olejky houbovym
patogenem Pyrenopeziza brassicae a koncept sirou indukované rezistence (SIR) byl
navrzen po odhaleni vztahu mezi obsahem siry a vyskytem onemocnéni (Schnug et al.,
1995).

Za podminek terénniho vyzkumu je velmi obtizné odliSit SIR od ostatnich obrannych
mechanism, které jsou aktivovany po fungalnim napadeni. Stejné tak je obtizné zjistit,
jestli SIR vznikla nésledkem napadeni houbou nebo v disledku pisobeni jinych
stresovych faktort. Nicméné pochopeni mechanismu, jez SIR zplsobuji, je nezbytné
k tomu, aby bylo moZno tyto mechanismy indukovat v pfirozeném prostredi téchto
rostlin, a tim padem navysit odolnost rostliny a omezit pouzivani Skodlivych pesticidl
v zemédé@lstvi (Bloem et al., 2007).

Mezi sirné slouceniny, které se Ucastni odpovédi na fungélni infekci nebo které se
podili na vzniku rezistence vici stresu, patii kromé cysteinu (Alvarez et al., 2012) i
mnoho dalSich slouc¢enin obsahujicich siru. Behem houbové infekce vzrista uvoliovani
sulfanu a sulfidu karbonylu do okolniho prosttedi v plynné podobé (Bloem et al., 2007).
Po napadeni houbovym patogenem rapidné vzrasta hladina glutathionu, ktery slouzi
predevsim jako antioxida¢ni ochrana (Leustek et al., 2000; Bloem ef al., 2015). Proteiny
bohaté na siru (napiiklad thioniny) narusuji strukturu bunééné stény patogena a tvoii
iontové kandly v jejich membrané (Hughes et al., 2000). Po napadeni patogeny jsou

de novo syntetizovany také fytoalexiny (Kuc, 1994). Isothiokyanaty, degrada¢ni produkty
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glukosinolatl, vykazuji toxicky a repelentni ucinek (Wallsgrove et al., 1999). Sira
v oxida¢nim stavu 0 je béhem fungalni infekce hromadéna ve vaskularnich pletivech a
zpusobuje oxidaci sulthydrylovych skupin a naruSuje respiracni fetézec (Williams et al.,
2002; Bloem et al., 2015).

pro vSechny slouceniny obsahujici siru (Bloem et al., 2007). Navic se mnohdy podili i
na regulaci jejich hladiny nebo aktivity. Naptiklad syntéza nékterych fytoalexint je
za urCitych podminek indukovana cysteinem, ktery slouzi jako prekurzor kamalexinu
v A. thaliana (Zook a Hammerschmidt, 1997). Stejn¢ vyznamnou roli v SIR hraje i sulfan,
ktery vedle svého toxického plisobeni slouzi i jako signalni molekula (Calderwood a
Kopriva, 2014). Zmény hladiny cysteinu a sulfanu jsou fizeny piedevS§im zménami

mnozstvi a aktivit OASTL a DESI, které spolu kooperuji (Bloem et al., 2004).

2.4.3 Zkoumani fungicidniho pusobeni siry

Riizné vyzkumy prokézaly, Ze hnojeni sirou mize zvysit rezistenci zemédélskych plodin
k houbovym patogeniim. Navzdory dlouhodobému pouzivani elementarni siry jako
fungicidu piesny mechanismus toxického ptisobeni neni znam.

Jeden z navrhovanych mechanismi ptfedpokladal vstup elementarni siry jakozto
lipofilni latky pfes bunécné stény do bunck hub, kde je sira redukovadna na sulfan
narusujici redoxni reakce zahrnuté v metabolismu patogena. Predpoklada se, Ze redukci
zpusobuji sulthydrylové skupiny pfitomnych proteinti zapojenych do bunécného
metabolismu patogenti (Beffa, 1993). Sira by mohla rovnéz slouzit jako akceptor
elektront v dychacim fetézci (Tweedy et al., 1981). Vzhledem k tomu, ze zvySujici se
koncentrace elementarni siry dodavané sporam Plasmopara viticola vedla
k dramatickému nartstu oxidovaného glutathionu, je fungicidni psobeni elementarni
siry pravdépodobné vztaZeno spiSe k oxidaci dulezitych sulfhydrylovych skupin nez
ke kompetici siry s kyslikem na trovni respira¢niho fetézce (Beffa, 1993; Bloem et al.,
2007).

Na pocatku 21. stoleti bylo provedeno mnoho experimentti za ucelem provéieni vztahu
celkového obsahu siry v riznych rostlinach k rezistenci vi€i riznym, piedevSim
houbovym patogentim. Wang a kolektiv (2003) napiiklad testovali odolnost pSenice
k houbam rodu Rhizoctonia, fepky olejky (Brassica napus) ke Sclerotinia sclerotiorum,
kukutice k Bipolaris maydis a baviny k Verticillium dahliae. Ve vsech téchto pfipadech

rezistence s rostoucim obsahem siry v rostling rostla. V nékterych pfipadech byl stanoven
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obsah siry v pidé, kterému odpovidala maximalni odolnost rostliny proti danym
patogentim. Naptiklad pro kukufici ve vztahu k Bipolaris maydis je to 30 mg siry na 1 kg
pudy, v jinych piipadech to bylo az ¢tyfikrat vice (Wang et al., 2003).

Podle Salaca a kolektivu (2005) nema dodavani siry zadny vliv na incidenci a
zavaznost onemocnéni fepky olejky v dusledku napadeni P. brassicae. To mize
indikovat ¢asovy nesoulad mezi hnojenim sirou a jejim vstiebanim rostlinou. Pro ziskani
pozadovaného efektu bylo doporuceno provadét pravidelnou fertilizaci v priabehu celého
obdobi ristu rostlin. Autofi v8ak potvrdili vétSi nardst obsahu cysteinu i glutathionu
u infikovanych listovych diskli v porovnani s neinfikovanymi.

Maji-li infikované rostliny celkovy obsah siry niz$i, nez je optimalni, je vice siry
vazano vcysteinu a v GSH v neinfikovanych pletivech. Predpoklada se, ze
Vv infikovanych pletivech jsou tyto metabolity vyuZity na tvorbu latek za ucelem obrany
viéi patogeniim, proto je jejich obsah v téchto mistech nizS§i. Druhym moznym
vysvétlenim je, ze jiz byla pletiva nasledkem infekce znicena, coz zptisobilo posun

od d&ju anabolickych ke katabolickym (Salac et al., 2005).

2.4.4  Uvoliovani sulfanu z rostlin v priibéhu napadeni patogenem
Sulfan, produkt reakce katalyzované DESL, hraje pravdépodobné béhem ochrany rostlin
proti patogenum dulezitou roli, protoze byly jiz mnohokrat pozorovany zmény v jeho
produkovaném mnozZstvi v pribéhu infekce. Infekce fepky olejky houbovym patogenem
Pyrenopeziza brassicae navysila obsah cysteinu a glutathionu, pfedev§im v listech
patogenem nejvice poSkozenych, stejné tak navysila i aktivitu DES1, ato az o 50 % oproti
neinfikovanym rostlindm. U fepky doSlo také diky hnojeni sirnymi slouceninami
Kk navyseni celkového obsahu siry, siranu, L-cysteinu, glutathionu a dal$ich organickych
rozhodn¢ nemusi vzdy vyvolavat zvySené uvoliovani sulfanu (Bloem et al., 2004).
Zemédelské plodiny jsou tedy schopné reagovat na houbovou infekci zvySenim
potencidlu na uvoliiovani sulfanu, coZ se projevuje vzrustem aktivity DES1, a to az
na 150 % normalni hodnoty. Dochazi i k mirnému navySeni aktivity OASTL.
Ptedpokladalo se, ze toto navySeni nepiedstavuje odpovéd enzymu na piitomnost
patogenu, ale 0 odpovéd’ na zvysené odbouravani cysteinu pomoci DES1, nebot’ cystein
je produkt katalytické ¢innosti OASTL (Bloem et al., 2004). Nov¢jsi vyzkumy naznacuji,
ze 1 zmeny aktivity OASTL mohou byt vyvolany pfimo napadenim rostliny patogenem

(Alvarez et al., 2012).
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Jestlize maji byt aktivity OASTL i DES1 vyssi v rostlinach, které siru postradaji,
muzeme konstatovat, ze za podminek deficience siry je aktivovan metabolismus siry a
zuCastnéné enzymy jsou upregulovany. Jsou dv€é mozna vysvétleni. Prvnim je, Ze
deficientni rostliny jsou citlivéj§i vi¢i houbovym onemocnénim, takze aktivuji
metabolické drahy zapojené v ochran€ rostlin. Druhou moznosti je, ze deficientni rostliny
jiz jsou napadené houbami a mechanismy sirou indukované rezistence uz byly
aktivovany. Uvolilovani sulfanu miize byt proto prevenci vii¢i fungalni infekci, odpoveédi
na fungalni infekci nebo obojim souc¢asné (Bloem et al., 2004).

Mnozstvi uvoliiovaného sulfanu béhem fungélni infekce bylo zjistovano u révy vinné
(Vitis vinifera) infikované padlim révovym (Uncinula necator). K vys$sim emisim doslo
Vv pribchu prvniho stadia infekce, kdy jesté zadné symptomy nebyly pozorovatelné, emise
drasticky poklesly po 10 dnech od zacatku infekce. Aplikace siry nevedla ke zvySeni
mnozstvi uvolnéné¢ho sulfanu v prvni fazi infekce, avsak zpusobila celkoveé vyssi
potencial rostliny k uvoliovani sulfanu v priubéhu celé periody sledovani (Bloem et al.,
2007). Kruse a kolektiv (2007) uvadi, Ze v priabchu pocatecni faze patogeneze dochazi
K nartstu nejen hladiny sulfanu, ale také cysteinu, glutathionu a fytoalexind.

Kassemeyer (2003) pozoroval, ze aplikace elementarni siry byla proti patogenu
Uncinula necator nejefektivnéjsi, pokud probéhla ve velmi ranych stadiich infekce, a to
pted penetraci fungélniho apresoria. Uvolnéni sulfanu v téchto casnych fazich infekce
muze piispét K zabranéni jejimu rozsifeni.

Rostliny s nedostatkem siry jsou schopné pfijimat z okolniho prostiedi i plynny sulfan,
kdezto k uvoliiovani sulfanu dochazi, jsou-li hnojeny sirnymi slou¢eninami. Rostliny také
pfijimaji plynny sulfid karbonylu (COS) z atmosféry, kde je obvykle ptfitomen
Vv koncentraci ptiblizné 500 ppm. Po napadeni patogenem (napft. S. sclerotiorum) je COS
rostlinami naopak uvoliiovan. Cim silng&jsi je napadeni rostliny, tim vice COS se uvolni.
Zajimavé je, ze infekce S. sclerotiorum vedla k poklesu celkového obsahu siry v obdobi
prodluzovani stonku, kdy ke zvySeni koncentrace doslo pouze u GSH (Bloem et al.,
2012).

V obdobi kveteni byly reakce rostliny na infekci pomalejsi, déle trvalo, nez se
projevily makroskopické symptomy a zavaznost onemocnéni byla podstatné mensi.
Emise sulfanu a sulfidu karbonylu byla nizsi a k maximu jejich uvoliiovani doslo pozdéji.
Celkovy obsah siry vzrostl. Da se tedy shrnout, Zze v prub&éhu vegetativni faze rustu je
emise sulfanu a COS vztazena k metabolismu siry v listech a zvySené uvoliovani

plynnych sloucenin se sirou zptisobuje pokles obsahu siry v rostling, zatimco
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Vv generativni fazi aktivace metabolismu siry vede k akumulaci siry v rostlin¢ (Bloem et
al., 2012).

Ackoli celkové mnozstvi detekovaného sulfanu uvolnovaného z napadené rostliny
neodpovidd mnozstvi, které by bylo schopno zahubit dané¢ho patogena, je pravdépodobné,
Ze na mistech, kde patogen pfimo plsobi, je koncentrovano vétsi mnozstvi uvoliiovaného
sulfanu, které jiz dostacujici je. Krom¢ toho smyslem uvoliiovani sulfanu z rostlinnych
bunék neni pouze toxické pusobeni na patogeny, protoze sulfan rovnéz slouzi jako
signalni molekula pfenasejici sousedicim rostlindm informaci o napadeni. Tato ptedstava
koresponduje se zjisténim, ze v neinfikovanych rostlinach rostoucich v blizkosti rostlin
infikovanych doslo Kk vyraznym zménam v obsahu thiolovych slou¢enin v porovnani

s kontrolnimi rostlinami, které byly péstovany oddélené (Bloem et al., 2012).

2.4.5 Mechanismy pusobeni sulfanu

Aktivni forma sulfanu v biologickych systémech doposud nebyla specifikovana, proto se
sulfanem mysli jak nedisociovany plynny sulfan (H2S), tak i hydrogensulfidovy anion
(HS). Pro anion miZzeme pouzivat i nazev hydrogensulfid (Scuffi et al., 2014).

Mnozstvi sulfanu produkované rostlinami, které pouzijeme piimo na hubeni
patogennich hub, obvykle zdaleka neni dostacujici (Bloem et al., 2007). Fumigaéni
experimenty prokazaly, Ze i pomérné vysoké koncentrace sulfanu (20 pl-1") zredukovaly
rychlost ristu bakterie Rhizoctonia solani pouze 0 17 %, dokonce v pfipadé delsiho trvani
fumigace byl rust bakterialnich kolonii naopak podpofen (Yang et al., 2006). Nicméné
jiné vysledky ukazuji, ze rostliny jsou schopné zpomalit rist hub produkovanim vétsiho
mnozstvi sulfanu na povrchu listd nebo pfimo v misté infekce. Napiiklad u A. thaliana
byly v mezofylu listd naméfeny koncentrace sulfanu vrozmezi 4-10 pmol-l*
(Riemenschneider, 2006). Zatim vsak neni jisté¢ prokazano, zda dochazi k uvoliiovani
sulfanu za ucelem hubeni patogent nebo zda mé sulfan primarn€ jinou ulohu a jeho
ptipadné toxické piisobeni na houby je jen vedlej$Sim jevem.

Jedna z nevyfeSenych otazek souvisi se schopnosti sulfanu pronikat do bunék
patogenti. Smér transportu mize byt dan riznymi hodnotami pH v riznych bunéénych
kompartmentech. Volné difize pfes membrany je schopen pouze sulfan v podobé
nedisociované molekuly H>S. Pi pH 7, které panuje v mitochondriich, je 50 % sulfidu
ptitomno jako H»S, zbytek jako HS™ (Papenbrock et al.,, 2007). Naproti tomu
Vv chloroplastech pti pH 8,4 je pouze 5 % sulfidu ve formé H2S, zbytek ve formé HS",

ktery membranou neprochdzi. Z chloroplastli do cytosolu v§ak mize byt sulfan pfendsSen
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fizenym transportem s vyuzitim transportéri. V cytosolu pii pH 7,4 je 75 % sulfidu
ve formé aniontu HS, ktery miize byt s vyuzitim transportért transportovan do apoplastu
(Papenbrock et al., 2007). Transportéry HS™ v rostlinnych membranach dosud nebyly
charakterizovany (Calderwood a Kopriva, 2014). Bylo publikovano, ze pH apoplastu
v prub¢hu interakci rostliny s patogenem roste (Geilfus et al., 2017). Rovnovaha sulfidu
v apoplastu by tak méla byt posunovana na stranu k HS’, ktery jiz zpatky do cytosolu
bun¢k rostlin pies membranu nepronikne. Otazkou je, jak se dostane do bun¢k patogent,
popfipad¢ jaky jiny mechanismus toxického pusobeni sulfanu na patogeny zde muze
probihat.

Jiz delsi dobu se predpoklada, ze vyssi koncentrace sulfanu mizou vznikat pouze
lokalné v misté ataku bakterialniho ¢i houbového patogena (Papenbrock et al., 2007).
V tomto mist¢ mize uvolnovani sulfanu zabranovat kliceni spor nebo zastavovat rtst
houbovych hyf. Prostiednictvim vysokého redukéniho potencialu mize sulfan napiiklad
indukovat tvorbu ROS, jez by vykazovaly pfimy toxicky ucinek na rust fytopatogennich
mikroorganismi. Diky schopnosti prostupovat membranami muze sulfan fungovat jako
signdlni molekula spoustéjici kaskaddy obrannych mechanismil. Je také mozné, Ze je
sulfan produkovany cysteindesulfhydrasami pfimo oxidovan v pfitomnosti akceptoru
elektronti nebo za katalytického plsobeni superoxiddismutasy na siru, ktera piisobi
toxicky jiz v niz8ich mnozstvich nez samotny sulfan (Papenbrock et al., 2007; Bloem et
al., 2015).

Jedna z moznych signalnich drah sulfanu zapojenych v odpovédi rostlin na bioticky
stres je tvorba persulfidovanych proteind. Jedné se o proces posttranslacni modifikace
proteind, tzv. persulfidace (neboli S-sulfhydratace), ktery spociva v modifikaci
thiolovych skupin proteinovych cysteinii sulfanem za tvorby skupiny -SSH. V disledku
persulfidace dochézi ke zménam aktivity modifikovanych proteint (Aroca et al., 2017).
Mezi proteiny, jejichz persulfidaéni troven byla pozménéna v desl mutantnich
rostlinach, patfi proteiny zahrnuté v intracelularnich signalnich procesech, naptiklad
SNF1-related protein kinase 2.2, jeZ hraje nezbytnou roli v procesu uzavirani priducht
regulovaného kyselinou abscisovou. Kromé toho byla detekovana i persulfidace
receptorti pro kyselinu abscisovou (Aroca et al., 2017). Ugast sulfanu v signalnich
drahach regulujicich uzavirani stomat je jiz zkoumdna del$i dobu (Garcia-Mata a
Lamattina, 2010). Kyselina abscisova neindukuje uzavirdni praducht v izolovanych
epidermalnich stripech desl mutantd, avSak tento d¢j muze byt obnoven aplikaci

exogenniho sulfanu (Aroca et al., 2017).
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2.4.6 Studium role cysteindesulfhydras v signalnich drahach sulfanu ve stresovych
odpovédich rostlin

Pro zjisténi, jak sulfan reguluje rezistenci vaci biotickému stresu i toleranci ke stresu

abiotickému (Obr. 7), byly pouzity transgenni rostliny A. thaliana s modulovanou expresi

dvou genu cysteindesulfhydras (Shi et al., 2015).

Abioticky stres

Dréha syntézy sulfanu (piedevsim L-cysteindesulfhydrasa)

Scavenger H>S (HT) >—| «— Donor HS (NaHS)
T —
H2S ‘
M \\\)

i Geny zapojené do
_L vzniku rezistence viici
biotickému stresu

Geny zapojené do
vzniku rezistence
vici patogentim

Metabolicka
homeostaza

TIR1. AFB1/2/3

Akumulace ROS

Y

[Rezistence k abiotickému stresul [ Rezistence k bakteriim

\

Obr. 7: Uloha H2S v odpovédich na bioticky a abioticky stres u A. thaliana. MIR393a/b je
microRNA regulujici receptory auxinu. TIR1 (transport inhibitor response 1) a AFB1/2/3 (auxin
signaling F-box proteiny) jsou proteiny zapojené v signalni draze auxinu (upraveno podle Shi et
al., 2015).

Bylo zjisténo, ze hladina transkriptu pro DES1 i pro D-cysteindesulthydrasu (EC
4.4.1.15), kterd je schopna analogickym zplisobem odbourdvat D-cystein, vzristd v
bunikach Arabidopsis po aplikaci mnoha riznych stresujicich ¢initelt. Testovan byl
ucinek chladu, dehydratace, vysoké koncentrace soli (v podobé NaCl), peroxidu vodiku,
bakteridlnich patogent a kyseliny abscisové. Pouze kyselina abscisovd neméla zadny
efekt na mnozstvi transkriptu pro D-cysteindesulfhydrasu. V pifipadé abiotickych
stresujicich Ciniteld vzristd koncentrace mRNA pro oba tyto enzymy i po tieti hodiné
pusobeni, v pfipadé infekce patogenem se hladina mMRNA pro DES1 zvySuje mezi prvni
a tfeti hodinou, mezi téeti a Sestou hodinou opét klesa. Nejvyssi naméfené mnozstvi
transkriptu vSak bylo podstatné vyssi nez pii pisobeni abiotickych stresovych Cinitela.

Ve vétsing€ pripadu vzrostly i aktivity obou enzymi (Shi et al., 2015).
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Prostiednictvim kvantifikace mnozZstvi bakterii Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 (Pst DC3000) v listech Arabidopsis infikovanych timto patogenem bylo
zjisténo, ze rostliny nadexprimujici cysteindesulthydrasy obsahuji niz§i pocet bakterii nez
divoky typ, zatimco u jedinct, v nichZ byla exprese gent pro tyto enzymy sniZena (tzv.
knockdown jedinci), doslo k opaénému jevu. U rostlin osetfenych hydrogensulfidem
sodnym (NaHS), ktery slouzi jako donor sulfanu, navic doslo k posileni obrannych
mechanismi, zatimco u rostlin oSetfenych lapacem sulfanu hypotaurinem, doslo
k oslabeni obrannych mechanismui. Hladina transkript pro nékolik riznych PR proteini
(pathogenesis-related proteint) byla vyssi u rostlin nadexprimujicich desulfhydrasy a
rostlin oSetfenych NaHS, ale byla niz§i u knockdown jedincti a rostlin oSetfenych
hypotaurinem. Tyto vysledky naznacuji, Ze exprese cysteindesulfhydras a tvorba sulfanu
reguluje mechanismy vzniku rezistence vuc¢i Pseudomonas. Dé&je se tak ziejmé
prostiednictvim kyseliny salicylové, signalni molekuly, ktera spousti expresi klicovych

gend zahrnutych v imunité rostlin (Shi et al., 2015).

2.4.7 Role cysteinu v imunité rostlin

Alvarez a kolektiv (2012) zjistili, ze desl mutanty Arabidopsis jsou vice rezistentni
k biotrofnim i nekrotrofnim patogentim, zatimco oas-al mutanty jsou k patogentim
naopak citlivéjsi. ZvySeny obsah cysteinu v cytosolu je spojen se zvySenou rezistenci
rostliny vii¢i patogentim, zatimco sniZeny obsah cysteinu v tomto oddile je spojen se
snizenou rezistenci. U desl mutantl byla zjisténa zvySena hladina kyseliny salicylové,
ktera slouzi jako signalni latka ptenasejici signal o napadeni rostliny patogenem
z infikovanych pletiv do dosud nenapadenych ¢asti rostlin. Transkriptomicka analyza
navic u desl mutanta prokazala indukci ¢tyf PR proteint, naptiklad defensinti PDF1-2a
a PDF1-2b ((Alvarez et al., 2012; Lopez-Martin et al., 2008).

U desl1 mutantt doSlo také ke zvySeni transkripce proteinu WRKY 54, ktery slouzi jako
transkripéni faktor ovliviiujici expresi geni pro PR proteiny. U oas-al mutanti byla
hladina kyseliny salicylové i mira transkripce gentl pro uvedené PR proteiny podobna
jako u wild-type rostlin, avsak transkripce WRKY54, stejné jako jinych ¢lend rodiny
transkrip¢nich faktort WRKY, byla snizena (Alvarez et al., 2012; Lopez-Martin et al.,
2008).

Protoze o0as-al mutanti vykazuji snizenou hladinu cysteinu i glutathionu, bylo
soubézné¢ analyzovano chovani cad2-1 mutanti, pro néz je typické 70% snizeni hladiny

glutathionu a soucasn¢ nezménéna hladina cysteinu. Vzhledem k tomu, Zze WRKY54
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u téchto mutantd reprimovan nebyl, je pravdépodobné, Ze inhibice tvorby tohoto
transkripéniho faktoru, a tim padem i inhibice exprese uvedenych PR proteini, je
zpusobena poklesem obsahu cytosolického cysteinu (Alvarez et al., 2012).

Zatimco stupen oxidace glutathionu byl u desl mutantt mirn¢ nizsi, vyrazné vyssi byl
u oas-al mutantt. Vzhledem k tomu, ze snizeny redoxni potencial bunék odpovida vyssi
odolnosti rostlin vii¢i patogeniim, podporuji vysledky téchto méteni hypotézu, ze vyssi
hladina cysteinu v bunikach zvysuje jejich odolnost viici biotickému stresu (Lopez-Martin
et al., 2008).

Oas-al mutant postradd projevy hypersenzitivni odpovédi asociované s ETI, coz
znati, ze je cytosolarni cystein vyzadovan pro hypersenzitivni odpoveéd
pfi inkompatibilni interakci. Ptidavek cysteinu vede ke zvySeni iontového toku
u wild-type i oas-al jedincu, zatimco piidavek glutathionu tok iont neovlivnil (Alvarez
etal., 2012; Romero et al., 2014).

Bylo identifikovano jiz velké mnozstvi genii pro WRKY proteiny, jejichz mira exprese
je zménéna po infekci patogenem i po oSetieni kyselinou salicylovou (Dong et al., 2003).
Stoji za zminku, Ze do rodiny transkripcnich faktort WRKY patfi i proteiny vazajici se
na promotory cysteindesulfhydras a ovliviiujici tak jejich expresi (Liu et al., 2015).

Oseteni semenackt kukutice kyselinou salicylovou zvysuje aktivitu DESI1, coz
nasledné vede k akumulaci sulfanu, ktery zvySuje toleranci k vysokym teplotam (Li,
2015). Donor sulfanu NaHS rovnéz navySuje toleranci indukovanou kyselinou
salicylovou, ackoliv nema vliv na akumulaci kyseliny salicylové ani na enzymy, které
katalyzuji jeji syntézu (Li, 2015).

Vyse uvedené poznatky naznacuji pravdépodobné funkéni zaclenéni DES1 do
signalnich drah vedoucich od kyseliny salicylové, kterd je vyznamnym fytohormonem
nejen z hlediska odpovédi rostlin na stres, ale také z hlediska normalniho ristu a vyvoje
rostlin (Dong et al., 2003).

Tahir a kolektiv (2013) potvrdili existenci interakce mezi OAS-A1l a slozkami
rostlinné imunity, ktera zdraznuje roli metabolismu cysteinu v imunité rostlin. Byla
zkoumana souvislost mezi jednonukleotidovou substituci v genu pro OAS-A1l, ktera
zpusobuje pfedCasnou senescenci rostlin A. thaliana v podob¢ Zloutnuti listt, a zménami
odolnosti rostlin kinfekci patogeny. Naptiklad kamalexin, ktery patii do skupiny
fytoalexinti a ktery je u A. thaliana syntetizovan de novo obzvlaste pii infekci patogenem,
byl u oas-al mutantti akumulovan i v nepfitomnosti infekce. Soubézn¢ doslo ke vzrustu

hladiny kyseliny salicylové. Tyto projevy naznacuji vztah OAS-Al Kk imunité rostlin.
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Pro ovéfeni hypotézy byly mutantni rostliny vystaveny bakteridlnimu patogenu
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000), ktery zptisobuje ETS tim, ze
uvoliuje efektorové molekuly tlumici PTI. Rostliny Arabidopsis navic nejsou schopny
iniciovat ETI proti tomuto patogenu, takZe se tento patogen chova jako virulentni.
Mutanty postradajici funkéni OAS-AL protein vykazovali vétsi nachylnost k infekci timto
patogenem nez wild-type rostliny (Tahir et al., 2013). Vysledky jsou v souladu se
zjisténim, ze oas-al mutant, ktery je funk¢né identicky s mutantem pouzitym v tomto
vyzkumu, projevuje nachylnost k onemocnénim a také narusenou ETI odpovéd’ (Alvarez
etal., 2012).

V polnich a terénnich podminkach ovliviiuje rostliny mnoho biotickych i abiotickych
faktori, takze efekt jakéhokoliv zplisobu oSetfeni rostliny sirou miize byt prekryty témito
faktory. Krom¢ toho i nacasovani odbéru vzorkii ve vztahu k fungélnimu napadeni je
zcela klicové pro jakékoliv analyzy (Bloem et al., 2007). Williams a kolektiv (2002)
pozorovali vzrast obsahu glutathionu v riznych pletivech rajéat do ¢trnactého dne po
inokulaci patogenem Verticilium dahliae, poté doslo k poklesu obsahu. Naproti tomu
Kuzniak a Sklodowska (2005) pozorovali vyrazny pokles obsahu glutathionu v rajcatech
infikovanych Botrytis cinerea hned prvni den po infekci. Hladina GSH v rostlinach je
velmi dynamicka a z&visi na mnoha okolnostech, jako je teplota a obsah siry, coz ¢ini
interpretaci zmén obsahu GSH v zemé&dé€lskych plodinach ve vztahu k infekci patogenem
velmi sloZitou. TotéZ plati pro cystein a otdzkou zatim zlstava, zda je cystein sdm o sobé
slozkou zapojenou v rezistenci vici stresu nebo zda-li jeho vyznam V téchto ohledech je
dana pouze tim, Ze je prekurzorem pro GSH a dalsi latky (Bloem et al., 2007).

Zavérem je nutné podotknout, ze precizni regulace homeostazy cysteinu v cytosolu
¢innosti enzymii OAS-A1l a DESI je nezbytnd pro metabolismus rostlin a odpovédi
na stres. Kromé toho vnitini faktory, jako je vyvojové stadium rostliny, a environmentalni
faktory, jako je bioticky a abioticky stres, ovliviiuji pomér cysteinu k hydrogensulfidu

prostiednictvim modulaci aktivit téchto dvou enzymti (Romero et al., 2014).
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3 Prakticka cast

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (Belgie): chlorid Zelezity hexahydrat

Applichem (Ceska republika): dodecylsiran sodny (SDS)

Duchefa Biochemie (Nizozemi): dithiothreitol (DTT); Murashige and Skoog medium
(including vitamins)

Fluka Chemika (Svycarsko): Evansova modf

Lachema (Ceska republika): glycin

Lach-Ner (Ceska republika): kyselina chlorovodikova

Serva (Némecko): fluorescein diacetat; Triton X-100

Sigma-Aldrich (Némecko): 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D); aceton; biotin;
bovinni sérovy albumin; Coomassie Blue G250; hydrogensulfid sodny; kinetin; kyselina
folova; L-cystein hydrochlorid; MES hydrat; N,N-dimethyl-p-fenylendiamin
dihydrochlorid; pantothenat vapenaty; pyridoxal-5’-fosfat monohydrat;
tris(hydroxymethyl)methylamin

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA); analytické vahy 440-35N
(Kern, Némecko); analytické vahy (Radwag, Ceska republika); autoklav 2540 EKA
(Tuttnauer, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko); centrifuga 5415-R
(Eppendorf, Némecko); inkubator: Incubator-Shaker Series (Innova 42, USA); inkubator:
Orbital Shaker — Incubator ES-20 (Biosan, Litva); laminarni box Biohazard Bioban 48
(Vetrotecnica, Italie); magneticka michacka s ohfevem Intelli-Stirrer MSH-300i (Biosan,
Litva); mikrodesticky ¢erné 96F (Eppendorf, Némecko); mikrodesti¢ky Test plate 96F
(TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy reader Synergy H1 (BioTech, Ceska republika);
mikrodesti¢kovy reader Synergy HT (BioTech, Cesk4 republika); termostat CH-100
(Biosan, Litva); tfrepacka: Multifunctional-orbital shaker PSU-20i (Biosan, Litva); pH
metr 50+ DHS (Verkon, Ceské republika); vakuova vyvéva D-lab (Edwards, USA);

vortex V-1 plus (Biosan, Litva);

3.1.3 Programy
Gen5 Data Analysis Software; BioTek

28



3.1.4 Roztoky

Bradfordovo ¢inidlo pro stanoveni celkovych proteinu

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 50 mg Coomassie Blue G250 ve 25 ml
methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné. Byl doplnén deionizovanou vodou
na 100 ml. Vysledny roztok byl uskladnén ve tmé pti 4 °C. Pracovni roztok Bradfordova
¢inidla byl pred vlastnim méfenim piipravovan nafedénim zasobniho roztoku Coomasie
Blue deionizovanou vodou v poméru 1:4.

Kultivaéni médium pro tabakové buiikky

V destilované vod¢é bylo rozpusténo 4,4 g Murashige and Skoog media (Duchefa
Biochemie), 30 g sacharosy a 200 mg glutaminu. Po rozpusténi bylo do roztoku
napipetovano 10 ml zasobniho roztoku vitamin, 1 ml zasobniho roztoku Kinetinu
(0,1 g-I"Y) a 0,8 ml zasobniho roztoku 2,4-D (0,22 g:I!). pH bylo upraveno pomoci KOH
na hodnotu 5,5 — 5,7 a destilovanou vodou byl roztok doplnén do objemu 1 1. Roztok byl
rozlit po 100 ml do Erlenmayerovych banék nebo jinych potiebnych lahvi a sterilizovan
Vv autoklavu.

Zasobni roztok vitamini byl pfipraven rozpusténim 30 mg pantothenatu, 20 mg
glycinu, 5 mg kyseliny listové (folové) a 0,5 mg biotinu v destilované vode.

Celkové sloZeni kultivaéniho média udava tabulka 2.

Tab. 2: Slozeni kultivaéniho média pro tabakové buriky.

Slozka Vysledna koncentrace (mg/l)
NH4NO3 1650
KNOs3 1900
MgSO4-7H20 370
KH2PO4 170
CaClz-2H20 440
EDTA-Fe 37,2
FeSO4-7H20 27,8
H3BOs 6,2
MnSO4-H20 22,3
ZnS04-7H20 8,6
KI 0,83
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Na:Mo0Og4-2H,0 0,25

CuS04-5H20 0,025
CoCl2-6H.0 0,025
Kyselina nikotinova 5
Pantothenat Ca 3
Glycin 2
Thiamin 0,5
Kyselina folova (listova) 0,5
Pyridoxin 0,5
Biotin 0,05
Kinetin 0,1
Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova 0,175
Myo-inositol 100
Glutamin 200
Sacharosa 30 000

Pevné agarové MS médium

2,3 g MS soli, 0,5 g MES a 10 g sacharosy bylo rozpusténo ve vodé. Pomoci KOH bylo
upraveno pH na hodnotu 5,9. Nésledné byl objem doplnén na 1 1. Nakonec bylo ptidano
8 g agaru. Roztok byl sterilizovan v autoklavu.

Roztok fluoresceindiacetatu

Zasobni roztok fluoresceindiacetatu (FDA) byl pfipraven rozpusténim 5 mg FDA v 1 ml
vychlazeného acetonu a ihned umistén do tmy na ledovou lazeii. Pracovni roztok FDA
byl pfipravovan vzdy ptfed vlastnim meéfenim nafedénim zisobniho roztoku FDA
destilovanou vodou v poméru 1:49. Béhem méfeni byl pracovni roztok FDA uchovavan

na ledové lazni a ve tmée.

3.1.5 Kaultivace tabakovych bunék

Byla pouzivana suspenzni kultura tabakovych bun¢k (Nicotiana tabacum cv. Xanthi).
Bunky byly kultivovany v inkubatoru pii 25 °C, pii 160 rpm a s fotoperiodou 24/0h
Vv kultivaénim médiu, jehoz sloZzeni udava tabulka 2. Bunécna suspenze byla za sterilnich
podminek pasaZovéana jednou za 7 dni tak, Ze 12 ml buné¢éné suspenze staré 7 dni bylo

napipetovano do 100 ml ¢istého kultivaéniho média.
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Pro experimenty byly obvykle pouzivany ¢tyfdenni tabakové bunky nachézejici se

V exponencidlni fazi rstu.

3.1.6 Péstovani rostlin
Semena Arabidopsis thaliana cv. Columbia, Nicotiana tabacum cv. Samsun, Nicotiana
tabacum cv. Maryland a Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom byla zaseta do kvétinaca

se zahradnickym substratem a byla umisténa do fytotronu s fotoperiodou 12/12 h, kde

byly rostliny péstovany pii 25 °C (Obr. 8).

Obr. 8: Rostliny péstované v substratu. A) 7 tydnt stara rostlina Solanum lycopersicum; B) 7
tydni stara rostlina Nicotiana tabacum cv. Samsun.

3.1.7 Sterizilace semen

Semena Arabidopsis thaliana cv. Columbia a Nicotiana tabacum cv. Samsun byla
sterilizovana 70% etanolem po dobu 2 minut. Po odsati ethanolu byla semena dvakrat
proplachnuta sterilni deionizovanou vodou. Poté byla semena sterilizovana roztokem
Sava (fedéného vodou 1:1) po dobu 20 minut. Nakonec byla semena sedmkrat
proplachnuta sterilni deionizovanou vodou. Takto sterilizovanad semena byla nasledné

pestovana na pevném agarovém MS médiu.

3.1.8 Kultivace semenacki Arabidopsis thaliana a Nicotiana tabacum na pevném
agarovéem MS médiu

Sterilni agarové MS médium bylo za sterilnich podminek rozlito do Petriho misek tak,

aby pokrylo jejich dno a vytvoftilo vrstvu silnou cca 7 mm. Po ztuhnuti byla na misky

pipetovana sterilizovana semena Arabidopsis thaliana cv. Columbia a Nicotiana tabacum
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cv. Samsun ve sterilni deionizované vod¢ tak, aby vzdalenosti mezi jednotlivymi semeny
byly pfiblizn¢ 5 mm. Misky byly obaleny parafilmem a pieneseny do lednic¢ky na 2 dny

za Ucelem synchronizace kli¢eni. Poté byly Petriho misky pfeneseny do fytotronu. Po 7,

14 a 21 dnech byly rostliny vyuzity na extrakci proteind z listi nebo kotinka (Obr. 9).

Obr. 9: Rostliny péstované na pevném agarovém MS médiu. A) 14 dni stary Arabidopsis thaliana;
B) 14 dni stary Nicotiana tabacum cv. Samsun.

3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék pomoci FDA

Princip metody spociva v tom, ze esterasy v zivych bunkach odstépuji acetatové skupiny
Z fluoresceindiacetatu (FDA), pticemz dochdzi k uvolnéni fluoreskujiciho fluoresceinu

(Obr. 10), (Amano et al, 2003).

+ 2 CH3COOH

FDA Fluorescein

Obr. 10: Reakce rozkladu FDA vlivem katalytického pusobeni esteras v zivych burikach.
(upraveno dle Green et al., 2006).

Mg¢feni se provadi v ¢ernych mikrotitra¢nich destickach pro fluorescenci, optimalné
sdnem U profilu pro efektivni promichavani bunécné suspenze. Do jamky bylo
pipetovano 170 ul média pro kultivaci buné€k, poté 20 pl bunééné suspenze. Reakce byla

startovana piidavkem 10 pl pracovniho roztoku FDA (0,01 %; finalni koncentrace 12
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umol/l). Po promichani byly méfeny zmény intenzity fluorescence (excitace 493 nm,
emise 515 nm) po dobu 120 sekund v intervalech po 10 sekundach. Pro vyhodnoceni byla
pouzita pramérna rychlost zmény intenzity fluorescence.

Pti kazdém meéteni byl pouzit blank, v némz chybél FDA, a druhy blank, v némz

chybél vzorek bunék.

3.2.2 Stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék metodou s Evans Blue
Princip metody spociva v tom, Ze Evans Blue prochazi membranou mrtvych bunck a
zpusobuje jejich modré zbarveni (Amano et al., 2003).

Byla pripravena kolonka z injek¢ni stiikacky 0 objemu 10 ml bez pistu, do které byla
na dno vloZena tenka vrstva vaty. Po jemném promichdni bylo odebrano 500 pl suspenze
bunck a pfeneseno do stiikacky. Buiiky byly promyty 10 ml destilované vody, poté byly
opatrné odstranény kapky zbyvajici vody ve stfikacce. K bunkam ve stiikacéce bylo
ptidano 500 pl roztoku Evans Blue. Smés byla inkubovana 5 minut. Buniky byly promyty
50 ml destilované vody. K buitkam ve stiikac¢ce bylo napipetovano 500 pl extrakéniho
¢inidla 0,5% SDS. Sttikacky byly inkubovany 3 minuty na vrouci vodni 14zni. K buikdm
bylo napipetovano 1,5 ml destilované vody a roztok ze stiikacky byl kompletné vytlacen
do 2ml zkumavky. 200 pl roztoku bylo pfepipetovano do jamky na desticce, absorbance
byla métena pii 600 nm.

3.2.3 Extrakce proteini

Kultiva¢ni médium tabakovych bunék bylo odsato na Biichnerové nalevce a buiky byly
zvazeny. K 1 g bun&k byly ptidany 2 ml extrakéniho pufru Tris-HCI (100 mmol-1*, pH 8).
Nésledovala homogenizace v chlazené tfeci misce se Spetkou motského pisku a
centrifugace (10 minut, 12000 RCF, 4 °C). Supernatant byl odpipetovan do Cisté
mikrozkumavky a uschovan pti 4 °C pied stanovenim aktivity DES.

Listy nebo kofeny rostlin péstovanych v substratu nebo na agarovém médiu byly
nastiithany a zvazeny. K 1 g listl nebo kofenl byly pfidany 2 ml extrakéniho pufru
Tris-HCI (100 mmol-1?, pH 8). Nasledujici postup byl stejny jako pfi extrakci proteinti
z tabakovych bun¢k.

Pokud byly extrakty zamraZeny, byly po rozmraZeni pfed stanovenim aktivity opét

centrifugovany (10 minut, 12000 RCF, 4 °C).

3.2.4 Stanoveni aktivity L-cysteindesulfhydrasy (DES)
Metoda je zalozena na reakci hydrogensulfidu s N,N-dimethyl-p-fenylendiaminem
(DMPPDA), vedouci za katalyzy FeClz ke vzniku methylenové modii (Obr. 11). Intenzita
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zbarveni reak¢éniho produktu je méfena spektrofotometricky pii 670 nm (Siegel, 1965;
Scuffi et al., 2014).

N
/ h
2 H,N N\ +H,S + 6FeCly — ‘ - +NH,CI + 6FeCl, + 4HCI
HCI N S N
| cr |

DMPPDA Methylenova modft

Obr. 11: Reakce DMPPDA s H.S za vzniku methylenové modti. (Upraveno dle: Nagy et al.,
2014).

Kalibrace byla provedena pomoci sady roztoki NaHS v rozsahu koncentraci 1 — 5000
pumol-I"t. Do malé zkumavky bylo napipetovano 700 pl reakéniho pufru a 100 pl roztoku
NaHS. Ve slepém vzorku bylo misto NaHS pouze 100 pl vody. Poté bylo napipetovano
100 pl roztoku chloridu Zelezitého (30 mmol-1"t) v HCI (1,2 mmol-I") a nakonec 100 pl
DMPPDA (20 mmol-IY) v HCI (7,2 mmol-I%). Intenzita zbarveni vzniklé methylenové
modii byla méfena spektrofotometricky pii 670 nm.

Pro méfeni aktivity DES byl do malé zkumavky pipetovan postupné pufr Tris-HCI
(100 mmol-I*%, pH 8), 40 ul DTT (20 mmol-I™) a 100 ul extraktu s enzymem. V piipadé
stanoveni aktivity DES zlisth nebo kofenli rostlin péstovanych v substratu nebo
na pevném agarovém MS médiu byl do reakéni smési ptidavan pyridoxalfosfat (PLP) tak,
aby jeho vysledna koncentrace byla 100 pmol-I"t. Smés o vysledném objemu 750 pl byla
promichéna na vortexu. Reakce byla startovana ptidavkem 50 pl substratu L-cysteinu (20
mmol-I"1). Smés byla opét promichana a nisledné& inkubovéna, a to 15 minut pfi 47 °C
Vv piipad¢é méfeni aktivity DES z bunééné kultury tabakovych bungk a 45 minut pii 37 °C
Vv pfipadé¢ méteni aktivity DES zrostlin péstovanych v substratu nebo na agarovém
médiu, neni-li u vysledkd uvedeno jinak. Reakce byla ukoncena ptidavkem 100 pl
roztoku chloridu Zelezitého (30 mmol-It) v HCI (1,2 mmol-It). Zbarveni bylo vyvolano
100 pl roztoku DMPPDA (20 mmol-I"Y) v HCI (7,2 mmol-I"Y), jeho intenzita odpovidajici
mnozstvi produkovaného sulfanu byla po kratké centrifugaci vzorku vyhodnocovana
spektrofotometricky pti 670 nm. Mnozstvi komponent bylo vzdy voleno tak, aby
vysledny objem reakéni smési byl 1 ml. Pii kazdém méfeni byl pouzit blank, v némz
chybél substrat, a druhy blank, v némz chybél enzym, a to z diivodu zjisténi, zda jiné

slozky extraktu neovliviwuji vyslednou hodnotu absorbance.
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3.2.5 Stanoveni proteinti Bradfordovou metodou

Jako standardy byly pouzity roztoky hovéziho sérového albuminu o koncentraci 0,2 —1,4
mg-ml. Méfeni bylo provadéno na mikrotitradnich destickach. Do jamky bylo
pipetovano postupné 45 pl vody, 5 ul standardu nebo vzorku proteinu a 200 pl pracovniho
roztoku Bradfordova c¢inidla. Desti¢ka byla jemné protfepana, po 5 minutach vyvijeni

zbarveni byla prométena absorbance pii 595 nm.

3.2.6 Priprava mrtvych bunék
Prvni zpisob umrtveni bun€k spociva v opakovaném zamrazovani a rozmraZovani.
Buné¢nou supsenzi v plastové nadobce zamrazime na dobu dostate¢né dlouhou na to, aby
byla celd smés v pevném skupenstvi (v pfipadé¢ objemu 15 ml cca 45 minut). Poté
rozmrazujeme tak dlouho, aby byla celd smés opét zkapalnéna. Postup je vhodné
opakovat alespon tiikrat.

Buniky je moZno umrtvit piisobenim detergentu Tritonu X-100. Ke vzorku 1950 pl

bunééné suspenze piidame 50 pl 20% Tritonu a buiiky intenzivné protfepeme.

3.2.7 Stanoveni vlivu vybranych latek na Zivotnost tabakovych bunék a aktivitu
DES
Byl stanovovan vliv L-cysteinu, kryptogeinu (Obr. 12), hypotaurinu, NaHS a NaxS

na zivotnost tabakovych bungk a aktivitu DES.

Obr. 12: Vliv elicitoru kryptogeinu (50 nmol-I") v médiu na zbarveni bun&tné suspenze po 24
hodinach jeho ptsobeni. A) kontrolni vzorky bungk; B) vzorky bunék s kryptogeinem.

Pro kazdy experiment byla pouZzita bunééna kultura stara 4 dny. Pro kazdé méfeni byla
bunécnd suspenze pochazejici z jedné zasobni baiiky rozdelena do nékolika mensich
ban¢k pracovnich, poté nasledovala ekvilibrace trvajici 1 hodinu. Ekvilibrace byla
provadéna za tcelem adaptace tabakovych bunék na mensi objem kultury, v niz byly

buniky v pribéhu experimentu inkubovany. Nasledné (tzn.v ¢ase 0 h) byla v kazdé
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pracovni bafice s vyuzitim FDA proméfena Zivotnost za ucelem eliminace piipadnych
vétsich rozdilti mezi vzorky bun€k. Thned poté byla ptfidana chemikalie, jejiz vliv mél byt
sledovan. Po poslednim prométeni Zivotnosti (obvykle 24 hodin po piidavku dan¢ latky)
byla zbyvajici ¢ast bunééné suspenze v kazdé pracovni bance vyuzita na extrakcei proteint
za ucelem stanoveni aktivity DES.

V piipad¢ stanoveni vlivu preinkubace L-cysteinu s tabakovymi buinikami
na naslednou odolnost bunék vuci kryptogeinu byl L-cystein sterilné pfidan do sterilniho
kultivacniho média tésné pied pasdzovanim bunék.

Aktivita DES 1 zivotnost tabakovych bunc¢k byla u kazdého vzorku prométena
Vv 6 opakovanich (technicky hexaplikat). Za jeden vzorek je pfitom brana bunécna
suspenze v jedné pracovni baiice, do niz byla pfidana jedna urcitd latka nebo jedna
kombinace latek. U kazdého biologického opakovani pokusu byla pro danou latku nebo
kombinaci latek pouzita jedna pracovni banka, neni-li u vysledkti uvedeno jinak.
Experiment byl obvykle proveden dvakrat nebo tiikrat v rizné tydny s riznymi bunikami
(biologicky duplikat nebo triplikat). Vysledky v grafech jsou uvadény jako aritmeticky

primér se smérodatnou odchylkou.
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4  Vysledky
4.1 Analyza vlastnosti DES v tabakovych buinkach

Vzhledem k tomu, Ze je velka ¢ast diplomové prace vénovana sledovani vlivu riznych
latek na aktivitu DES v tabakovych buiikéch, byla nejdiive provedena analyza nékterych

vlastnosti DES tabakovych bun¢k za ticelem zvoleni vhodnych podminek méieni.

4.1.1 Teplotni optimum DES

Za ucelem stanoveni teplotniho optima enzymu DES1 byla reak¢éni smés inkubovana 15
minut pii teplotach 25 °C, 30 °C, 37 °C, 42 °C, 47 °C, 52 °C, 57 °C, 62 °C a 67 °C.
Experiment byl proveden dvakrat v rizné tydny s riznymi extrakty tabakovych bunék.
Oba extrakty byly pfipraveny ze dvou bunécény kultur (ze dvou zésobnich banék).
Obrazek 13 uvadi zavislost namétené specifické aktivity DES na teploté.
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Obr. 13: Teplotni optimum enzymu DES1 tabakovych bunék. Doba inkubace reakéni smési byla
15 minut. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému duplikatu.

Nejvyssi pruimérna aktivita DES pro 15 minut inkubace reakéni smési byla zjisténa

pfi teploté 47 °C.

4.1.2 Vliv pyridoxalfosfatu v reakéni smési na aktivitu DES
Pyridoxalfosfat (PLP) pusobi jako kofaktor L-cysteindesulfhydrasy (Alvarez et al.,
2010).

PLP byl do reakéni smési ptidan tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 100 umol-1™.
Vysledna aktivita byla porovnana s aktivitou DES namétfenou v ptipadé, ze PLP

do reakéni smési ptidan nebyl (Obr. 14). Experiment byl proveden tiikrat v rizné tydny
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S riznymi extrakty tabdkovych bunck. Kazdy extrakt byl pfipraven ze dvou bunéénych
kultur (ze dvou zasobnich bangk).
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Obr. 14: Vliv PLP vreakéni smési na aktivitu DES. Smérodatné odchylky odpovidaji
biologickému triplikatu.

Aktivita DES se po ptidavku PLP do reak¢éni smési zvySila v praiméru pouze 0 5 %.

V dalsich experimentech s tabdkovymi bunikami jiz PLP do reak¢ni smési pridavan nebyl.

4.2 Testovani metod stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Pro stanoveni zivotnosti tabakovych bunék nemohly byt pouzity mikroskopické metody,
protoze tabakové bunky kultivaru Xanthi tvoii shluky, v nichz se pocet bun¢k neda
mikroskopicky kvantifikovat. Bylo nutné vyuzit metod zalozenych na fluorescenénim
nebo spektrofotometrickém stanoveni. Byla vybrana metoda vyuzivajici FDA a metoda
vyuzivajici Evansovu modt, u nichz byla pozorovéna linearni zavislost signalu na poctu

zivych bunék (Amano et al., 2003).

4.2.1 Metoda stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék s FDA

Tabakové bunky byly umrtveny zamraZenim a rozmraZenim bunécné suspenze
provedenym tfikrat po sob¢€. Ziskana smés byla brana jako vzorek obsahujici 0 % Zivych
bunék, zatimco nezamrazena suspenze pochdzejici ze stejné zasobni banky predstavovala
vzorek se 100 % Zivych buné&k. Kalibraéni sada bunck byla nésledné pfipravena
smichanim pfiislusnych objemu suspenzi bun¢k mrtvych a zivych tak, aby procentualni
zastoupeni zivych buné€k ve vzorcich bylo 0, 20, 40, 60, 80 a 100 %. U téchto vzork byla
metodou s FDA nasledné proméfena primérna rychlost zmény intenzity fluorescence.
Kazdy vzorek byl méfen v 6 opakovanich (technicky hexaplikat). Experiment byl

proveden tfikrat v rizné tydny s riznymi bunéénymi suspenzemi. Primérnd rychlost
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zmény intenzity fluorescence se vsak i U nezamrazovanych bun¢k (u vzorku se 100 %
zivych bunék) mezi jednotlivymi tydny znacné¢ lisila. Divodem je biologicka variabilita
vedouci k rozdilné délce fazi bunééné kultury po pasazovani a tim i k rozdilné hustoté
bunééné suspenze, kterou mame pii daném biologickém opakovani k dispozici.
Pro vyhodnoceni kalibrace byl proto vybran vysledek pouze jednoho biologického

opakovani experimentu (Obr. 15).
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Obr. 15: Kalibrace metody stanoveni zivotnosti tabakovych bunék metodou s FDA. Smérodatné
odchylky odpovidaji technickému hexaplikdtu. MeanV = primérna rychlost zmény intenzity
fluorescence v prubéhu 120 s po ptidavku FDA.

S rostoucim procentudlnim zastoupenim Zivych bunék v bunécné suspenzi roste
hodnota namétené rychlosti zmény intenzity fluorescence. Pomérné velké rozptyly
hodnot technickych replikatii jsou zplisobeny zna¢nou heterogenitou bunééné suspenze,
jez neumoznuje vytvofit smeés se zcela urCitym poctem Zivych a mrtvych bunék.
K heterogenité pipetované smési prispiva ¢asté shlukovani bun¢k vedouci k rozdilnému

poctu bungk, které jsou v daném objemu nasaty do $picky pipety.

4.2.2 Metoda stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék s Evansovou modfi
Narozdil od ptedchozi metody stanoveni Zivotnosti, kterd slouzi k urceni poctu Zivych
bun¢k na zikladé aktivity esteras rozkladajicich FDA, metoda vyuZivajici Evansovu
modf umoZiiuje stanoveni poctu mrtvych bunék na zéklad€ intenzity zbarveni, které
zpusobuje barvivo pronikajici pouze do mrtvych bunék. S rostoucim poctem mrtvych
buné¢k v suspenzi tedy roste hodnota absorbance.

Prvni kalibra¢ni sada bun¢k byla pfipravena stejnym zptisobem jako v pfedchozim

piipadé, tj. michdnim bunck zivych s mrtvymi pfipravenymi opakovanym zamraZenim a
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rozmrazenim tak, aby procentudlni zastoupeni zivych bunék ve vzorcich bylo 0, 20, 40,
60, 80 a 100 %.

V ptipad€é druhé kalibracni sady bunck byl vzorek obsahujici 0 % Zivych bunck
pfipraven umrtvenim bunék pisobenim detergentu Tritonu X-100. Ostatni vzorky této
sady byly pfipraveny stejnym zptsobem jako vzorky prvni kalibra¢ni sady.

Jednotlivé kalibracni sady byly pfipraveny v rizné tydny sriznymi bunkami.

Vysledek ukazuji nasledujici grafy (Obr. 16).
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Obr. 16: Kalibrace metody stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék metodou s Evansovou modfi.
Smérodatné odchylky odpovidaji technickému hexaplikatu.

Burniky byly pravdépodobné 1épe umrtvené zamrazenim nez Tritonem, protoze pomér

u prvni kalibrac¢ni sady vyssi (4,0) nez u druhé (3,7).
Protoze metoda vyuzivajici FDA je rychlejsi a jednodussi, byla pouzita k méfeni

zivotnosti u vSech dalSich experimentt.

4.3 Sledovani zmén zivotnosti tabakovych bunék a aktivity DES

V riiznych fazich bunécné kultury
Zmeény zivotnosti bun¢k a aktivity DES byly stanovovany v ¢asech 48, 72, 96, 120, 144,
168 a 192 hodin po pasazovani. Jednalo se tedy o druhy az osmy den po pasazovani.

Me¢fteni bylo provedeno dvakrat v rtizné tydny S riznymi bunéénymi kulturami.
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4.3.1 Zmény Zivotnosti tabakovych bunék a hustoty bunééné suspenze V riznych
fazich bunécéné kultury

Zivotnost byla stanovena metodou vyuZivajici FDA. Zmény Zivotnosti v tomto piipadé

odpovidaji zménadm poctu zivych bun€k, nikoliv zménam procentudlniho zastoupeni

zivych bungk v suspenzi, nebot’ se béhem fazi kultury bunky mnozi a nartsta tak hustota

suspenze. Namétené hodnoty Zivotnosti byly vztazeny k zivotnosti v Case 48 h (tj. den 2),

které byla pti obou opakovanich ptifazena hodnota 1 (Obr. 17A).

Hustota bunécné suspenze byla stanovena na zakladé hmotnosti odsatych bunéck a
objemu suspenze, ze které byly bunky ziskany (Obr. 17B).

Vztdhneme-li Zivotnost tabakovych bunék k hustot¢ bunécéné suspenze, ziskdme
zivotnost bunék o jednotkové hustoté, na jejimz zakladé mizeme sledovat zmény podilu
(resp. procentudlniho zastoupeni) zivych bun€k v suspenzi v riznych fazich bunééné
kultury. Hodnoty byly vztaZzeny k nejvy$si hodnoté zivotnosti bun¢k o jednotkové
hustoté, ktera byla naméfena 4. den (Obr. 17C).
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Obr. 17: Zmény zivotnosti tabakovych bun¢k a hustoty suspenze v riznych fazich bunétné
kultury. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému duplikatu. A) zivotnost; B) hustota; C)
Zivotnost vztazena k hustoté (jeji zmény odpovidaji zménam podilu zivych bunék v suspenzi).

V pribehu 2. az 7. dne po pasazovani zivotnost narustala, mezi 7. a 8. dnem jiz doSlo

k poklesu.
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Hustota bunééné suspenze nartistala od 2. az po 8. den i pfesto, Ze zivotnost po 7. dni
jiz zaCala klesat. Nejvétsi narast biomasy byl pozorovan mezi 5. a 7. dnem. Pomér hustoty
mezi 8. a 2. dnem byl pfiblizné 19.

Zivotnost bunék o jednotkové hustotd mirné naristala do 4. dne, poté dochazelo
Kk poklesu. Vyrazny pokles podilu zivych bunék mezi 7. a 8. dnem byl zpisoben
vycerpanim zivin v médiu, které vedlo k buné¢né smrti. Velké rozptyly hodnot ziskanych
5. a 6. den jsou pravdépodobné¢ dany tim, ze bunky jedné kultury ptesly do dalsi faze

pozdéji nez druhé.

4.3.2 Zmény aktivity DES tabakovych bunék v riznych fazich bunééné kultury

V bunéené kultute tabaku byly sledovany zmény celkové aktivity DES (aktivity vztaZzené
na objem extraktu), zmény specifické aktivity DES (aktivity vztazené na mnoZzstvi
protein) a zmény celkové aktivity vztazené k zivotnosti bunék o jednotkové hustoté

(resp. k podilu zivych bun¢k), (Obr. 18).
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Obr. 18: Zmény celkové a specifické aktivity DES v rtiznych fazich bunééné kultury. Smérodatné
odchylky odpovidaji biologickému duplikatu. A) celkova aktivita; B) specificka aktivita; C)
celkova aktivita vztazena k podilu zivych bunék (hodnoty byly ureny relativné vzhledem k takto
stanovené celkové aktivité DES v den 2).
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Celkova aktivita DES a koncentrace proteinii v buiitkach méla v priabéhu vyvoje
bunééné kultury klesajici tendenci. Pokles koncentrace proteini mize souviset
s klesajicim podilem zivych bunék v suspenzi. Specifické aktivita DES v pribéhu vyvoje
spise narustala.

Vztadhneme-li celkovou aktivitu Kk podilu zivych bunék v suspenzi, muzeme
porovnavat aktivitu DES jedné zivé bunky Vv riznych fazich kultury. Takto vztazena

aktivita DES ztlstala az do 7. dne pfiblizné stejna, poté byl pozorovan narast.

4.4 Studium vztahu metabolismu L-cysteinu a sulfanu k bunécéné smrti

tabakovych bunék vyvolané ucinkem elicitoru kryptogeinu

Za ucelem snadngj$iho porovnani vysledkd byly hodnoty Zivotnosti a aktivity vzdy
ur¢eny relativné (rel.) vhledem ke kontrolnimu nebo jinému vhodnému vzorku, kterému
byla pii vSech biologickych opakovanich pokusu pfifazena hodnota 1. Aktivita DES je
vétSinou uvadéna jednak jako specificka aktivita, jednak jako celkova aktivita vztazena
Kk podilu zivych bun€k v suspenzi, ktery byl uren na zakladé méfeni zivotnosti bunék a
hustoty bunééné suspenze. Zivotnost byla obvykle méfena v &ase 0 h, 3 h a 24 h
po piidavku pfislusné chemikalie, v grafech jsou vSak obvykle pro piehlednost uvadény
pouze hodnoty ziskané po 24 h inkubace, nebot’ po 3 hodinach vétSinou nedochazelo
k zadnym méfitelnym zménam.
4.4.1 Vliv kryptogeinu na Zivotnost tabakovych bunék a aktivitu DES
Kryptogein je elicitor zptisobujici bunéénou smrt. Slouzi jako latka simulujici podminky
biotického stresu (Binet et al., 2001).

Vliv kryptogeinu (x24) o koncentracich 5 nmolI?* a 50 nmol-I? na Zivotnost

tabakovych bungk a aktivitu DES byl stanovovan po 24 h ptsobeni (Obr. 19).
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Obr. 19: Vliv kryptogeinu x24 na Zivotnost tabakovych bun¢k a aktivitu DES po 24 h. Hodnoty
byly urCeny relativné vzhledem ke kontrole. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému
triplikatu. A) zivotnost bunék, B) specificka aktivita DES, C) celkova aktivita DES vztazena
Kk podilu zivych bunék.

Kryptogein v obou uvedenych koncentracich zplsobil vyrazny pokles Zzivotnosti
bun¢k, mirny pokles specifické aktivity DES a zna¢ny nartist celkové aktivity vztazené
K podilu zivych bunék v kultufe. U bunék stresovanych kryptogeinem byl zjistén jen
velmi maly pokles koncentrace proteinii v porovnani s kontrolnim vzorkem, a to i
pies zna¢né snizeni celkové aktivity esteras, na jejichz zakladé méfime Zivotnost metodou
s FDA.

Bylo provedeno také nékolik dalsich méteni s kryptogeinem o koncentraci 0,1, 0,5 a
1 nmol-I"%, ale zadny vyznamny vliv na Zivotnost pozorovan nebyl. V dalsich pokusech

byla tedy obvykle pouzivana koncentrace 50 nmol-IL.

44



Vliv kryptogeinu o koncentracich 5, 50 a 100 nmol-I™! na Zivotnost tabdkovych bungk
po 2 h a po 4 h pasobeni uvadi obrazek 20.
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Obr. 20: Vliv kryptogeinu x24 na zivotnost tabakovych bunék po 2 h a po 4 h pisobeni. Hodnoty
byly urceny relativné vzhledem ke kontrole. Smérodatné odchylky odpovidaji technickému
hexaplikatu.

Piestoze kryptogein o koncentraci 50 nmol-I" zpiisobil po 24 hodinach sniZeni
zivotnosti tabdkovych bunék na méné nez 5 %, v prubéhu prvnich 4 hodinach doslo
vlivem kryptogeinu o koncentraci 100 nmol-I* k poklesu pouze na piiblizné 81 %
vzhledem ke kontrolnimu vzorku.

U specifické aktivity DES i celkové aktivity DES vztazené na podil Zivych bunék
nedoslo v prubéhu prvnich 4 hodin ptisobeni kryptogeinu k zadné zméng.

4.4.2 Vliv pridavku L-cysteinu do média na Zivotnost tabakovych bunék a aktivitu
DES

L-cystein byl ptidan do bunééné kultury tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,05 a

0,5 mmol-I*. Vliv L-cysteinu na Zivotnost a aktivitu DES byl stanovovan po 24 h

pusobeni (Obr. 21).
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Obr. 21: Vliv L-cysteinu na zivotnost tabakovych bunék a aktivitu DES po 24 h pisobeni.
Hodnoty byly urCeny relativné¢ vzhledem ke kontrole. Smérodatné odchylky odpovidaji
biologickému triplikatu. A) Zivotnost bunek, B) specificka aktivita DES, C) celkova aktivita DES
vztazena k podilu zivych bunék.

Zivotnost bun&k vlivem L-cysteinu v médiu v pribéhu 24 h klesala, aktivita DES
nartistala.

Bylo provedeno rovnéz méfeni vlivu L-cysteinu o koncentraci 5 mmol-I. Zivotnost
v prubéhu 24 hodin po pfidavku klesla na méné nez 1 % v porovnani s kontrolnim
vzorkem, aktivita DES nebyla méfitelna viibec. L-cystein o této koncentraci je tedy jiz
vysoce toxicky, jeho vliv na zivotnost bun¢k v pribéhu uvedené doby trvani je dokonce

vyrazn€j$i nez trojnasobné zamrazeni a rozmrazeni.

4.4.3 Vliv L-cysteinu na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék stresovanych
kryptogeinem

Byl studovan vliv L-cysteinu pfidaného do média soubézné s kryptogeinem x24

na zivotnost bunék a aktivitu DES po 24 hodinach (Obr. 22). Pouzitd vysledna

koncentrace kryptogeinu v médiu byla 50 nmol-I", koncentrace L-cysteinu 0,5 a 0,05

mmol-IL.
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Obr. 22: Vliv L-cysteinu na aktivitu DES a zivotnost tabakovych bunék stresovanych
kryptogeinem x24 (po 24 h). Hodnoty byly uréeny relativné vzhledem ke vzorku bunék, v némz
byl pouze kryptogein. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému duplikatu. A) zivotnost, B)
specificka aktivita DES, C) celkova aktivita DES vztazena K podilu zivych bungk.

L-cystein o koncentraci 0,5 mmol-1 navysil Zivotnost tabdkovych bunék stresovanych

kryptogeinem téméf o 80 %. Aktivita DES vlivem L-cysteinu spise klesala.

4.4.4 Vliv preinkubace tabakovych bunék s L-cysteinem na Zivotnost bunék a
jejich odolnost vici kryptogeinu
V tomto ptipadé byl L-cystein sterilné pfidan do sterilniho kultivaéniho média tésné
pied pasazovanim bunék. Vysledné koncentrace L-cysteinu byly opét 0,05 mmol-I?* a
0,5 mmol-I*. Nasledovala &tyfdenni kultivace bunék s L-cysteinem, po které byla
promé&iena zivotnost bunék a aktivita DES. Poté byl k ¢asti bunék z kazdé kultury pfidan
kryptogein a nasledovalo stanoveni odolnosti bun¢k vici kryptogeinu po 24 h jeho
pusobeni.
Vysledky stanoveni zivotnosti v dobé pred pfidavkem kryptogeinu a po 24 h jeho
pisobeni udava nasledujici graf (Obr. 23).

47



1.2
£
=
208
5
£ 06
o
£
s 0.4
13
N o2
0
0 mM Cys 0,05 mM Cys 0,5 mM Cys
1,2
— 1
B
= 08
-
=]
g 06
]
=]
E 04
o
2
X 0:2 Ii
0 = ] [
0 mM Cys 0,05 mM Cys 0,5 mM Cys

mKontrola @5 oM x24 050 nM x24

Obr. 23: Vliv preinkubace tabakovych bunék s L-cysteinem na zivotnost bunék a jejich odolnost
vici kryptogeinu x24. Hodnoty byly ureny relativné vzhledem ke kontrolnimu vzorku bunék,
ktery neobsahoval L-cystein ani kryptogein. Smérodatné odchylky odpovidaji technickému
hexaplikatu.

Vliv L-cysteinu na zZivotnost bunék je v tomto piipadé nejasny, nebot’ pii koncentraci
0,05 mmol-I* bylo pozorovano sniZeni Zivotnosti, zatimco pii koncentraci 0,5 mmol-I*
doslo ke zvyseni zivotnosti. Tyto rozdily Zivotnosti bunék v riznych kulturach v dobé
pred pfidavkem kryptogeinu pravdépodobné nejsou zptisobené piitomnosti L-cysteinu
v médiu, ale biologickou variabilitou vedouci k mirn€¢ rozdilnému vyvoji bunék
Vv prib&hu prvnich 4 dni po pasazovani.

Odolnost bunék vii¢i kryptogeinu o koncentraci 50 nmol-I byla nejvyssi u bunék, jez
mély ve svém okoli L-cystein v koncentraci 0,05 mmol-I", odolnost vii¢i kryptogeinu
o koncentraci 5 nmol-I"! byla nejvyssi u bunék, které L-cystein ve svém okoli nemély. Je
ziejmé, Ze L-cystein zpsobuje zvyseni odolnosti bunék ke kryptogeinu jen v ptipadg, ze
je L-cystein pfidan spole¢né s kryptogeinem poté, co byly buniky 4 dny kultivovany
v médiu bez L-cysteinu.
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Vyznamné rozdily nebyly nalezeny ani u specifické aktivity DES (Obr. 24).
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Obr. 24: Vliv preinkubace tabakovych bunék s L-cysteinem na specifickou aktivitu DES a jeji
zmény po piidavku kryptogeinu x24. Smérodatné odchylky odpovidaji technickému hexaplikatu.

445 Vliv hypotaurinu na Zivotnost bunék a aktivitu DES
Hypotaurin (HT) ptsobi jako lapac sulfanu (Shi et al., 2015).
Vliv hypotaurinu, L-cysteinu a jejich kombinace na zivotnost tabakovych buné¢k byl

stanovovan po 3 h a po 24 h ptsobeni (Obr. 25).
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Obr. 25: Vliv hypotaurinu, L-cysteinu a jejich kombinace na Zivotnost tabakovych bunék po 3 h
a po 24 h pusobeni. Hodnoty byly v obou Casech urceny relativné vzhledem ke kontrolnimu
vzorku. Smérodatnd odchylka odpovida biologickému duplikatu.

Vliv L-cysteinu i hypotaurinu vedl ke sniZeni zivotnosti bunék vici kontrole, které
bylo vyraznéjsi po 3 hodinach pisobeni. Tento pokles zivotnosti vak nebyl zdaleka tak
velky, aby mohl byt hypotaurin o koncentraci 50 pmol-I"* povazovan za latku pro buiiky
toxickou. Dokonce i vliv L-cysteinu byl vyrazngjsi. Pokles Zivotnosti byl ziejmé pouze
projevem adaptace buné€k na pifitomnost nové latky v médiu.

Po 24 hodinach ptisobeni byla u téchto vzorkt rovnéz proméiena aktivita DES (Obr.
26).
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Obr. 26: Vliv hypotaurinu, L-cysteinu a jejich kombinace na aktivitu DES po 24 h piisobeni.
Hodnoty byly urceny relativné vzhledem ke kontrolnimu vzorku. Smérodatna odchylka odpovida
biologickému duplikatu.

Specificka aktivita DES i celkova aktivita vztazena na podil zivych bun¢k vlivem
pusobeni hypotaurinu vzrostla, pficemz v obou piipadech byla nejvyssi, pokud byl
hypotaurin v médiu spole¢né s L-cysteinem. Zjednodusené se da fict, ze chybi-1i bunkam
sulfan a je-li soucasné v médiu piitomen L-cystein, je enzym DES1 aktivovan

nejvyraznéji, aby byl co nejrychleji nahrazen deficit sulfanu.

4.4.6 Vliv hypotaurinu na aktivitu DES a Zivotnost tabikovych bunék
stresovanych kryptogeinem

V navazujicich experimentech byl studovan vliv hypotaurinu o koncentraci 50 pmol-I*

na zivotnost tabakovych bun&k stresovanych kryptogeinem o koncentraci 5 nmol-I*

po 3 h a po 24 h pusobeni a vliv na aktivitu DES po 24 h (Obr. 27).
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Obr. 27: Vliv hypotaurinu na Zzivotnost tabakovych bunék stresovanych kryptogeinem a
na aktivitu DES za téchto podminek. Hodnoty urceny relativné vzhledem ke vzorku bunék,
ve kterém byl pouze kryptogein. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému duplikatu. A)
zivotnost po 3 a 24 h, B) specificka aktivita po 24 h, C) celkova aktivita vztaZzena na podil zivych
bunék po 24 h.

Hypotaurin zplsobuje sniZeni Zivotnosti bunék stresovanych kryptogeinem, a to uz
po 3 h pusobeni (Obr. 27 A), ackoliv vliv samotného kryptogeinu o této koncentraci
na zivotnost byva po tak kratké dobé zanedbatelny (Obr. 20). U aktivity DES byl naopak

zaznamenan narast (Obr. 27 B, C).

4.4.7 Vliv hydrogensulfidu sodného na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék
Hydrogensulfid sodny (NaHS) slouzi jako donor sulfanu (Shi et al., 2015).
Vliv NaHS o koncentraci 50 pmol-I"* a 100 pmol-I" na Zivotnost tabikovych bungk

byl stanoven po 3 h a po 24 h pusobeni, vliv na aktivitu DES byl stanoven po 24 h (Obr.
28).
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Obr. 28: Vliv NaHS na zivotnost tabakovych bunék a aktivitu DES. Hodnoty byly uréeny
relativn€ vzhledem ke kontrole. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému triplikatu. A) vliv
na Zivotnost, B) vliv na specifickou aktivitu (po 24 h), C) vliv na celkovou aktivitu vztaZzenou
K podilu zivych bunék (po 24 h).

Samotny NaHS v uvedenych koncentracich neprojevoval toxické pusobeni, nebot’
nezpusobil vyznamné zmény V Zivotnosti ani Vv aktivit¢ DES. Doslo pouze k mirnému
poklesu Zivotnosti bunék vlivem NaHS o koncentraci 100 pmol-It po 3 h, pravdépodobné
v dusledku adaptace bunék na pritomnost nové latky v médiu. Obé¢ tyto koncentrace bylo
mozno pouZit na stanoveni vlivu NaHS na aktivitu DES a Zivotnost tabdkovych bun€k

stresovanych kryptogeinem.

4.4.8 Vliv hydrogensulfidu sodného na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék
stresovanych kryptogeinem

Vliv NaHS o koncentraci 50 umol-I* a 100 umol-I" na Zivotnost tabakovych bun&k

stresovanych kryptogeinem o koncentraci 50 nmol-I"! byl analyzovan po 3 h a po 24 h

pusobeni, vliv na aktivitu DES po 24 h (Obr. 29).
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Obr. 29: Vliv NaHS na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék stresovanych kryptogeinem
X24. Hodnoty urCeny relativné vzhledem ke vzorku bunék, ve kterém byl pouze kryptogein.
Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému duplikatu. A) Zivotnost po 3 h, B) Zivotnost
po 24 h, C) specificka aktivita DES po 24 h, D) celkova aktivita DES vztazena na podil zZivych
bunék po 24 h.

V priibéhu prvnich 3 hodin byly pozorovany jen velmi malé zmény v Zivotnosti bunék.
Po 24 hodinach v$ak NaHS o koncentraci 50 umol-It vyrazné zvysil Zivotnost
tabdkovych bunék stresovanych kryptogeinem. ZvySeni je patrné i v piipadé pouziti
dvojnéasobné koncentrace NaHS.

NaHS zptisobil rovnéz znacné sniZeni celkové aktivity DES vztaZzené k podilu Zivych
bunék stresovanych kryptogeinem, zatimco specifickd aktivita zastala na ptiblizné stejné
urovni.

4.4.9 Vliv sulfidu sodného na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék
Sulfid sodny slouzi také jako donor sulfanu. Mtize slouzit jako alternativa k NaHS, ktery
je mén¢ stabilni (Alvarez et al., 2012D).

Vliv sulfidu sodného o koncentraci 50 umol-I"t a 100 umol-I" na Zivotnost tabdkovych

bungk a aktivitu DES byl stanovovan po 24 h ptsobeni (Obr. 30).
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Obr. 30: VIliv NazS na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék po 24 h pusobeni. Hodnoty
urceny relativné vzhledem ke kontrole. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému triplikatu.
A) zivotnost, B) specificka aktivita DES, C) celkova aktivita DES vztazena na podil zivych bunék.

Podobné jako tomu bylo v ptfipadé NaHS, samotny sulfid sodny v uvedenych
koncentracich neprojevoval toxické ptisobeni, nebot' nezpisobil vyznamné zmény
v aktivité DES ani v Zivotnosti. Ob¢ tyto koncentrace byly pouzity na stanoveni vlivu
NazS na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych buné¢k stresovanych kryptogeinem.

4.4.10 Vliv sulfidu sodného na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék
stresovanych kryptogeinem

Vliv sulfidu sodného o koncentraci 50 umol-I* a 100 umol-I™* na aktivitu DES a Zivotnost

tabakovych bunék stresovanych kryptogeinem o koncentraci 50 nmol-I! byl stanovovan

po 24 h pisobeni (Obr. 31).
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Obr. 31: Vliv NazS na aktivitu DES a Zivotnost tabakovych bunék stresovanych kryptogeinem
X24 po 24 h ptisobeni. Hodnoty urceny relativné vzhledem ke vzorku bungk, ve kterém byl pouze
kryptogein. Smérodatné odchylky odpovidaji biologickému triplikatu. A) Zivotnost, B) specificka
aktivita DES, C) celkova aktivita DES vztaZzena na podil Zivych bunék.

Sulfid sodny, narozdil od NaHS, navysil Zivotnost bun€k stresovanych kryptogeinem
pouze pii koncentraci 100 umol-I* a ani v tomto piipadé nebylo zvyseni Zivotnosti nijak
vyrazné. NazS zpisobil rovnéz mirné snizeni celkové aktivity DES vztazené k podilu
7ivych bunék stresovanych kryptogeinem. Uginek NayS je tedy podobny jako uéinek

NaHS, ale mnohem méné vyrazny.

4.5 Aktivita DES ve vybranych modelovych rostlinach

45.1 Aktivita DES z listi rostlin péstovanych v péstebnim substratu

Byly stanovovany zmény aktivity DES z listi rostlin Arabidopsis thaliana cv. Columbia,
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, Nicotiana tabacum cv. Samsun a Nicotiana
tabacum cv. Maryland péstovanych v zahradnickém substratu, ke kterym doslo v pribéhu
jejich vyvoje (Obr. 32; Obr. 33). Aktivita byla vztahovana jednak k hmotnosti rostlinného
materialu (,,fresh weight“, FW), jednak ke koncentraci proteinti stanovené Bradfordovou

metodou. Pro kazdé méfeni bylo vyuzito v priméru 5 az 10 rostlinnych jedinct.
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Obr. 32: Zmény aktivity DES vztazené na gram Cerstvé vahy (FW) a specifické aktivity DES
z listli rostlin péstovanych v substratu v pribéhu vyvoje. Smérodatné odchylky odpovidaji

technickému hexaplikatu. A) S. lycopersicum cv. Micro-Tom, B) A. thaliana cv. Columbia.
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Obr. 33: Zmény aktivity DES vztazené na gram cCerstvé vahy (FW) a specifické aktivity DES
z listli rostlin péstovanych v substratu v pribéhu vyvoje. Smérodatné odchylky odpovidaji

technickému hexaplikatu. A) N. tabacum cv. Samsun, B) N. tabacum cv. Maryland.
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U vSech pouzitych rostlinnych druhii byla pozorovana tendence k poklesu specifické
aktivity DES v prubéhu vyvoje rostlin. Tento pokles koreloval s nardstajicim obsahem
proteint v listech. Nejvyssi specificka aktivita byla naméfena u 14 dni starych semenacku
A. thaliana (537 pkat-mg?), nejniz§i u 45 dni starych rostlin S. lycopersicum
(55 pkat-mg™).

Aktivita DES vztaZzena na gram Cerstvé vahy pomérné vyrazné narustala u A. thaliana,
kde v prubéhu 5 tydni vzrostla pfiblizné na trojnasobek. Ve zbyvajicich ptipadech byly
pozorovany mnohem mensi zmény, pficemz celkové nemél prub&h kiivky zavislosti
aktivity DES na Case vzristajici ani klesajici charakter. Nejvyssi aktivita byla naméfena
u 7 tydnt starych rostlin A. thaliana (884 pkat-g* FW), nejnizsi u 6 tydni starych rostlin
N. tabacum cv. Samsun (214 pkat-g* FW).

45.2 Aktivita DES z lista rostlin péstovanych na agarovém médiu
Byly stanovovany také zmény specifické aktivity DES z lista A. thaliana cv. Columbia a
N. tabacum cv. Samsun péstovanych na pevném agarovém médiu (Obr. 34). Pro kazdé

méteni bylo pouzito alespon 10 rostlinnych jedinct.
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Obr. 34: Zmény aktivity DES vztazené na gram Cerstvé vahy (A) a specifické aktivity DES (B)
z list rostlin A. thaliana cv. Columbia a N. tabacum cv. Samsun péstovanych na agarovém médiu
Vv pribéhu vyvoje. Smérodatné odchylky odpovidaji technickému hexaplikatu.

U tabaku nebyly zjistény vyznamné zmény ve specifické aktivité DES, u A. thaliana
doslo k nartistu mezi 14. a 21. dnem. Aktivita vztazena na gram Cerstvé vahy u A. thaliana
mirn¢ narGstala, u N. tabacum mirn¢ klesala. Hodnoty aktivity DES jsou v dobré shodé
S hodnotami ziskanymi méfenim aktivity DES z listi rostlin péstovanych v substratu.
U obou téchto druhti péstovanych na agarovém médiu byly hodnoty aktivit DES nejblizsi

hodnotam zjisténym u 4 tydny starych jedinct péstovanych v substratu.
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4.5.3 Porovnani aktivity DES v listech a kofenech vybranych rostlinnych druhi
Bylo také zjistovano, zda je aktivita DES méfitelna i v kofenech rostlin, a jak se lisi
od aktivity DES v listech (Obr. 35). Pro extrakci proteind z kofent a listli a nasledné
stanoveni aktivity DES byly vybrany 2 tydny staré rostliny A. thaliana péstované
na agarovém médiu a 7 tydna staré rostliny S. lycopersicum a N. tabacum cv. Maryland
péstované v substratu. Rostliny S. lycopersicum a N. tabacum pouzité pro toto stanoveni
pochézely z odlisné setby nez rostliny pouzité pro stanoveni zmén aktivity DES z listh
Vv pritbéhu vyvoje rostlin. Pro kazdé méfeni bylo pouzito alespon 5 rostlinnych jedinc.
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Obr. 35: Porovnani aktivity DES vztazené na gram Cerstvé vahy (A) a specifické aktivity DES
v listech a kofenech A. thaliana cv. Columbia, S. lycopersicum cv. Micro-Tom a N. tabacum cv.
Maryland. Smérodatné odchylky odpovidaji technickému hexaplikatu.

Rozdily v aktivit€ DES vztazené na gram FW mezi kofeny a listy byly u vSech rostlinnych
druhti minimalni. Byly vSak pozorovany znacné rozdily ve specifické aktivité DES,

piedevsim u rajcete, a to z divodu podstatné vétsiho obsahu proteind v listech.
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5 Diskuze
5.1 Analyza vlastnosti DES v tabakovych bunkach

Pro snadnéjsi studium vlivu riznych latek na aktivitu DES tabdkovych bunék bylo
v ramci diplomové prace zjistovano, za jakych reak¢énich podminek metoda stanoveni
aktivity DES vyuzivajici reakci sulfanu s methylenovou modii poskytuje nejvyssi signal
absorbance.

Hodnota pH optima DES z N. tabacum byla jiz stanovena na 8,0 (Harrington et al.,
1980) a odpovidd hodnoté pH, pii jaké se obvykle provadi méfeni aktivity DES i
z A. thaliana (Alvarez et al., 2010), pfestoZe u tohoto rostlinného druhu je pH optimum
DES pravdépodobné mnohem vyssi (Burandt et al., 2002).

Mezi moznosti, jak ziskat vyssi signal pti méfeni aktivity DES tabakovych bungk, patii
prodlouzeni reakéni doby, zména teploty a ptidavek kofaktoru pyridoxalfosfatu.
V ptipadé ziskani vysSich hodnot aktivity DES pfi vyssi teploté, nez jaka byla dosud
pouzivana (37 °C), vSak obvykle neni vhodné soucasné prodluzovat reakéni dobu,
protoze pii vyssi teplot¢ enzym DESI rychleji denaturuje a prodlouzeni reakéni doby
pii vyssi teploté by vedlo k mnohem mens§imu zvyseni absorbance, nez by tomu bylo

pii nizsi teploté.

5.1.1 Stanoveni teplotniho optima DES
Dosud nebylo v literatuie publikovano, jaké teplotni optimum ma enzym DES]1 ziskany
z bunééné suspenze tabakovych bunék. Teplotni optimum DESI z listd Brassica napus
je 37 °C (Xie et al., 2013). Obvykle se také pouziva teplota 37 °C i pro méfeni aktivity
DES z A. thaliana (Alvarez et al., 2010).

V praktické ¢asti diplomové prace bylo ovéfovano, zda zvyseni teploty reakéni smési
ovlivituje métenou aktivitu DES. NejvySsi hodnota byla ziskéna pti 47 °C, a proto veSkera

dalsi méteni aktivity DES probihala s pouzitim této teploty reakcni smési.

5.1.2 VIiv PLP v reakéni smési na aktivitu DES

Pyridoxalfosfat (PLP) pisobi jako kofaktor L-cysteindesulfhydrasy (Alvarez et al.,
2010). Aktivita DES byla podle udaji v literatuie dosud stanovovana, aniz by byl PLP
ptidavan do reak¢éni smési (Riemenschneider et al., 2005b). Pfidavek PLP mize vést
k ziskani vyssiho signalu pti klasickém stanoveni aktivity DES pomoci methylenové
modii, pokud enzym v daném rostlinném materialu neni kofaktorem nasycen. Pozitivni

vliv pfidavku PLP na aktivitu DES byl jiz ovéfen v ramci bakalatské prace (Vojtovic,
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2016), kdy u nékterych rostlinnych druhd péstovanych v zahradnickém substratu (A.
thaliana, N. tabacum, Cucumis melo) doslo ke zvyseni aktivity DES.

V praktické casti diplomové prace byl zjistén velmi maly narast aktivity DES
tabakovych bun¢k po piidavku PLP. Pfi¢inou muze byt piitomnost pyridoxinu
v kultivaénim médiu pro tabakové buiky. Pyridoxin je prekurzor pyridoxalfosfatu.
V priibéhu extrakce proteinll z bunécné suspenze zistava kovalentn€ navdzan na enzym
DESI. Jeho pridavek do reakéni smési proto jiz nemuze vést k vyraznéjSimu nartstu
aktivity.

5.2 Testovani metod stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Zivotnost byla v praktické ¢asti diplomové prace stanovovana metodou vyuZivajici FDA
a metodou vyuzivajici Evansovu modf. U prvni metody bylo zjisténo, ze s rostoucim
procentudlnim zastoupenim mrtvych bunék v bunééné suspenzi klesd hodnota naméetené
primé&mé rychlosti zmény intenzity fluorescence. U druhé metody s rostoucim
procentudlnim zastoupenim mrtvych bunék roste hodnota naméfené absorbance.

Amano a kolektiv (2003), ktefi ve svych experimentech pouzivali buné¢nou kulturu
N. tabacum cv. Bright Yellow, dospéli k ptesnéjsim vysledkim kalibraci obou metod,
ackoliv zamrazeni a rozmraZeni suspenze bun¢k za Uéelem jejich umrtveni provedli
pouze jednou (v praktické ¢asti diplomové prace bylo provedeno tfikrat). Pfi stanoveni
Zivotnosti metodou vyuZzivajici Evansovu modf naméfili vétsi rozdil hodnot absorbance
mezi vzorkem s nejvyssim % mrtvych bunék a vzorkem s nejniz§im % mrtvych bunék.
Ptic¢inou mize byt lepsi umrtveni bun¢k nebo také pouziti bunééné kultury o vyssi hustote
bungk. Cim je vétsi hustota pouzité bunééné suspenze, tim vice bunék je nasledné
zamrazenim umrtveno, tim vice barviva se zadrzi, a tim vys§i absorbanci namétime.

Nevyhodou metody vyuZzivajici Evansovu modi je piedevSim slozité¢ technické
provedeni a ¢asova naroénost. Casto béhem experimentu napiiklad dochazi k odchlipnuti
vaty od dna stiikacky, coz vede k uniku bunék a tim i ke znehodnoceni vzorku, ktery pak
poskytuje falesSné€ zvySenou absorbanci.

Béhem méteni Zivotnosti S vyuzitim FDA je nutné dbat na to, aby byl pracovni roztok
FDA udrzovan v chladu a ve tmé&. S ohledem na pomémné kratky casovy interval,
Vv pribehu kterého se méfi nartist intenzity fluorescence, je vhodné proméftit vzdy kazdy
vzorek zvlast (alespoil po 6 opakovanich), nebot’ s prodluzujici se dobou, po kterou je
FDA pipetovan ke vzorkiim bunék dojamek mikrotitracni desticky, roste

pravdépodobnost ¢astecného znehodnoceni pracovniho roztoku FDA na svétle v téchto
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jamkach pred zacatkem samotného méfeni, coz muze vést k velkym nepfesnostem
méfeni.

Déle je nutné udrzovat bunky v pohybu az do doby, kdy je nanaSime do jamek
mikrotitra¢ni desticky. Po delsi dobé¢ stani dochazi k poklesu zivotnosti.

Pres vySe uvedené nedostatky se metoda stanoveni zivotnosti pomoci FDA jevi

rychlejsi a jednodussi. Bylo ji proto vyuzito pti vSech dalSich experimentech.

5.3 Zmény Zivotnosti tabakovych bunék a aktivity DES v ruznych

fazich bunécéné kultury

Vyvoj suspenzni kKultury rostlinnych bunék se obvykle déli do 6 fazi: lag faze, akceleraéni
faze, logaritmicka (log) nebo exponencidlni faze, faze zpomaleni (deceleracni faze),
stacionarni faze a faze odumirani (Glick et al., 2010). Obvykle nebyva pozorovan zadny
nariist poctu bunék ihned poté, co jsou pieneseny do cerstvého média. Lag faze
predstavuje obdobi po pasdzovani, v prubéhu kterého se buinky adaptuji na nové
prostiedi, ve kterém je podstatné odlisné slozeni, nez bylo ve starém médiu, ze kterého
byly buiiky odebirany, nebot’ zde chybi odpadni produkty metabolismu a naopak jsou zde
Ziviny, vitaminy, rastové faktory a dal$i latky v podstatné vyssi koncentraci, nez byly
ve starém médiu po tydenni kultivaci. Buiikdm urcitou dobu trvd, nez dojde
ke znovunastartovani jejich metabolismu. K tomu dojde v akceleracni fazi, kdy obvykle
poprvé zacneme pozorovat narust poctu bunck. Nasleduje exponencialni faze, v prubehu
které se pocet bunck rapidn€ zvySuje. Poté dochédzi ke zpomaleni narastu (decelerace) a
bunky vstoupi do stacionarni faze, ve které je vétSina zivin média vyCerpana. V prabéhu
této faze zlistdivd mnoZstvi biomasy na piiblizn€ stejné rovni, avSak dochdzi opé&t
K vyraznym zménam v bunééném metabolismu, které vedou k docasné adaptaci
na prostiedi s nedostatkem Zivin. V posledni f4zi jsou jiz vyCerpany i energetické zasoby
buiiky, jejich metabolicka aktivita klesa, nasleduje bunécna smrt a pocet bunéck se snizuje
(Glick et al., 2010).

5.3.1 Zmény Zivotnosti tabakovych bunék a hustoty buné¢né suspenze v riiznych
fazich bunéc¢né kultury

V praktické ¢asti diplomové prace byl pozorovan narast Zivotnosti tabakovych bun¢k az

do 7. dne po pasazovani a poté pokles, zatimco hustota bunécné suspenze naristala az

do 8. dne. Da se predpokladat, ze obdobi po 7. dni piedstavuje stacionarni fazi, béhem

které dochazi v bunkach k vyse uvedenym vyraznym zménam metabolismu (Glick et al.,

2010), které mohou byt spojené s vyraznym poklesem odbouravani FDA v zivych
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bunkach. Faze odumirani je definovana poklesem poc¢tu bun¢k (Glick et al., 2010), ktery
se pravdépodobné neda odvodit ze zmén hustoty stanovené na zdkladé méfeni objemu a
hmotnosti, nebot’ ani pfi samotné bunééné smrti se buriky nemusi ihned kompletné
rozlozit, ale mohou po urCitou dobu zlstat v suspenzi pfitomné v podob¢ urcitych
menSich Utvart, jez prispivaji k hmotnosti, kterou po odstranéni kultivaéniho média
navazime. Vysledky diplomové prace (Obr. 17) odpovidaji zfejmé zménam piislusnych
parametrit v pribéhu faze exponencidlni, faze zpomaleni a stacionarni faze. Presné
urcovani fazi bunécné kultury vyzaduje piimé mefeni zmeén poc¢tu bunék v suspenzi, které
v ramci diplomové prace nebylo provadéno, protoze tabakové bunky kultivaru Xanthi
tvoii shluky, v nichz se pocet bun¢k neda mikroskopicky kvantifikovat.

Harrington a kolektiv (1980) uvadi nejvyraznéjs$i narast hmotnosti bunécné kultury
N. tabacum cv. Xanthi mezi 8. a 14. dnem kultivace, pfi¢emz jako stfed exponencialni
faze oznacili 8. den, takze vyvoj bunécéné kultury byl v jejich piipadé priblizn¢ dvakrat
pomalejsi. Hustota bun¢k od 2. do 18. dne kultivace narostla piiblizné¢ devétkrat. Buiky
vSak kultivovali ve tm¢ v kapalném B5 médiu. Divodem delsiho obdobi Zivota jejich
kultury tabakovych bunék mohou tedy byt odlisné podminky kultivace a jiny typ
kultiva¢niho média. Na rychlost vyvoje ma také vliv objem pasazovanych bunék, ktery
se mohl zna¢né lisit.

Nagata a kolektiv (1992) uvadi, Ze za vhodnych kultiva¢nich podminek muze dojit
v prubéhu 7 dni po pasazovani (tj. mezi 0. a 7. dnem) K nartustu poétu bunék v kultufe az
na stonasobek. Autofi pii experimentu pasazovali 1-1,25 ml buné¢né kultury staré 7 dni
do 95 ml Cerstvého média Linsmaiera a Skooga, kultivace potom probihala pti 130 rpm
a pfi 27 °C ve tmé.

Chandler a kolektiv (1972) provedli méfeni zmén hmotnosti bunék kultivovanych
za autotrofnich podminek, tzn. v médiu, jehoz slozeni uvadi tabulka (Tab. 2), stim
rozdilem, ze toto médium neobsahovalo sacharosu. Hustota bunék v jejich ptipadé
narostla pouze na pétinasobek v pritbéhu 2 tydnt kultivace. Je ziejmé, Ze fotosynteticky
rist bunécné kultury, pfi kterém rostliny jako zdroj uhliku vyuZzivaji CO2 namisto cukri,
je znacn€ pomalej$i nez rist heterotrofni.

Zivotnost bunék se ¢asto uvadi jako procentualni zastoupeni Zivych nebo mrtvych
bunék v kultute, ale v té€chto ptipadech byva jeji stanoveni zalozeno na metodach, které
umoziuji ur¢it podil mrtvych nebo zivych bunék pfimym zplsobem. Napiiklad
Kobylinska (2017) pouzila na uréeni poctu bunék Fuchs-Rosenthaliv haemocytometr

pod svételnym mikroskopem; pocet mrtvych bunék byl urCen s vyuzitim selektivniho
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znaceni mrtvych bun¢k methylenovou modii. Mrtvych bunék v kultute zacalo vyrazngji
pfibyvat az po 6. dni od pasdzovani, 8. den bylo zastoupeni mrtvych bunék v kultuie
na ptiblizné 30 %, coz je podstatné méné nezZ v mém piipad¢. Rozdil je v tomto piipadé
muze byt zpusoben odliSnym kultivarem N. tabacum (cv. Bright Yellow 2), odlisnymi
kultivaénimi podminkami (Linsmaier-Skoog médium, 100 rpm, 24 °C, tma), popiipade

jinym objemem pasazovanych buné¢k (v ¢lanku nebyl uveden).

5.3.2 Zmény aktivity DES tabakovych bunék v raznych fazich bunééné kultury
V praktické ¢asti diplomové prace bylo zjistovano, zda nedochdzi k vyraznéjSim zménam
aktivity DES v ruznych fazich bun&tné kultury, které by mohly byt disledkem zmén
sloZzeni média, jeZ jsou zplsobené metabolismem kultivovanych bunék. Specificka
aktivita DES v pribéhu vyvoje kultury nartstala, zatimco celkova aktivita vztazena
k podilu zivych bun€k zistavala az do 7. dne pfiblizné stejna. Jeji nardst po 7. dni
kultivace miize souviset Se zmé€nami metabolismu bunék, které vyvolava nedostatek zivin
Vv kultiva¢nim médiu ve stacionarni fazi bunééné kultury (Glick et al., 2010).

Harrington a kolektiv (1980) namétili pomérné vyrazny narust specifické aktivity DES
Vv exponencialni fazi rustu, konkrétné mezi 8. a 12. dnem po pasazovani. U kultury
tabakovych bunék pouzivanych v diplomové praci tato faze ptiblizn€ odpovida dntim 4

az 6, kdy doslo k nartstu specifické aktivity o 44 %.

5.4 VIliv kryptogeinu
Kryptogein je protein sekretovany fytopatogenni houbou Phytophthora cryptogea. Jedna
se 0 hydrofilni protein s molarni hmotnosti 10 g-mol™ s jednou hydrofobni kapsou a
ttemi disulfidovymi mustky. Je schopen vézat a pienaSet steroly, ¢imZ interferuje
s metabolismem rostlinnych bun€k. Negativni Uc¢inek tohoto elicitoru se ve vyssich
koncentracich projevuje zejména nekrozou rostlinnych bunék (Mikes et al., 1997).

Kryptogein indukuje fosforylaci mnoha proteinti, depolarizaci buné¢né membrany
spojené s influxem Ca?* do cytosolu a efluxem K* a CI', alkalizaci extracelularniho média
a aktivaci membranové vazané NADPH-oxidasy (EC 1.6.3.1). Indukuje rovnéz expresi
gent zodpoveédnych za obranu rostlin vici patogenum (Binet et al., 2001).

V praktické casti diplomové prace byl pozorovan vyrazny pokles zivotnosti
tabadkovych bunék stresovanych kryptogeinem o koncentraci 5 a 50 nmol-I?
PO 24 hodindch piisobeni, zatimco pii koncentracich 1 nmol-I? a niZ§ich nebyly

detekovany zadné zmény.
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Binet a kolektiv (2001) pozorovali negativni vliv kryptogeinu po 24 hodinach jeste i
pfi koncentraci 1 nmol-I", kdy pod mikroskopem napo¢itali pfiblizné 20 % mrtvych
bunék. Pro stanoveni bunééné smrti pouzili neutrdlni Cervenn vstupujici do lysosomi
zivych bunék. Bunky, jez ztratily membranovou integritu a tim i zbarveni, byly
povazovany za odumirajici.

Mikroskopické stanovovani poc¢tu zivych a mrtvych bunék nebylo v ramci diplomové
prace provadéno z diavodu zna¢ného shlukovéani bunck, které neumoznuje rozlisit
jednotlivé buiiky pod mikroskopem.

Amano a kolektiv (2003), ktefi stanovovali zivotnost bunék metodou s FDA,
pozorovali v prubéhu prvnich 4 hodin pokles Zivotnosti tabakovych bun¢k stresovanych
kryptogeinem o koncentraci 100 nmol-1? pfiblizné na 60 % vzhledem ke kontrolnimu
vzorku, zatimco v mém piipad¢ to bylo 81 %.

Vzhledem Kk tomu, Ze neni znamo, do jaké miry jsou proteiny v odumirajicich bunikach
denaturovany a v jakém funkénim stavu v nich pfetrvavaji, mize mit celkové aktivita
DES vztazend k podilu Zivych bun€k vétsi vypovidaci hodnotu neZ aktivita vztazena
na mnozstvi proteintl (tj. specifickd aktivita). Na zaklad¢ zjisténého vlivu kryptogeinu
na celkovou aktivitu vztazenou k podilu zivych bunék muzeme konstatovat, ze zivé
buiiky reaguji na stres nadprodukei sulfanu.

Shi a kolektiv (2015) namé&fili nartist aktivity DES na pfiblizné Sestindsobek vlivem
pusobeni patogenniho mikroorganismu Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
na A. thaliana po 3 hodinach ptisobeni. Hladina mRNA pro DES vzrostla dokonce 25krat.
V praktické c¢asti diplomové prace byl pozorovan vyrazny narlst celkové aktivity
vztazené k podilu zivych bunék vlivem biotického stresu (na jedenactinasobek) az po 24
hodinach (Vv intervalu mezi 4. a 24. hodinou od ptidavku elicitoru vsak aktivita méfena
nebyla). Vysledky ziskané méfenim zmén aktivity DES v A. thaliana napadené
bakteridlnim patogenem se vSak od vysledkl ziskanych méfenim zmén aktivity DES

v buné&¢né kultute N. tabacum oSetiené elicitorem mohou znaéné lisit.

5.5 Vliv L-cysteinu v médiu

Ackoliv L-cystein mize slouzit jako zivina, kterou mohou bunky vyuzit pro svij
metabolismus, v praktické ¢asti byl ve srovnani s kontrolou pozorovan pokles Zivotnosti
tabdkovych bunék po ptidavku L-cysteinu do média. L-cystein se 1 pfi pomérné nizké

koncentraci (0,5 mmol-It) jevil spise jako nezadouci latka, kterd mohla negativné
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ovliviovat aktivitu proteinti naptiklad v disledku modifikace aminokyselinovych zbytkl
(Romero et al., 2014).

Dosud nebylo publikovano, pii jakych koncentracich zptsobuje L-cystein bunéénou
smrt u rostlin. V praktické ¢asti diplomové prace bylo pozorovano prakticky tplné
odumieni bun&né kultury tabakovych bunék vlivem L-cysteinu o koncentraci 5 mmol-I™
Vv pribéhu 24 hodin. Pro srovnani uvadim toxicky vliv L-cysteinu v médiu na houbu
Neurospora crassa, u které byl vlivem L-cysteinu o koncentraci 2 mmol-I" v pribshu 72
hodin zaznamenan pokles ristu na 19 az 20 % v porovnani s nestresovanou houbou
(Adigo et al., 1962).

Aktivita DES vlivem L-cysteinu v médiu oproti kontrole naristala pravdépodobné
za ucelem adaptace na vyssi obsah L-cysteinu, ktery je obvykle vhodné odbourat, aby se
v buiikach nehromadil do toxickych koncentraci. L-cystein o koncentraci 0,5 mmol-I*
zpusobil priblizné 30% narust specifické aktivity DES. Harrington a kolektiv (1980)
naméfili po 24 h ptisobeni L-cysteinu o této koncentraci dokonce vice nez dvojnasobnou
hodnotu specifické aktivity DES v porovnani se vzorkem obsahujicim misto L-cysteinu
serin, ktery vykazuje strukturni homologii s cysteinem, ale neobsahuje siru.

Ackoliv je L-cystein v koncentracich 2 mmol-I" a vyssich pro eukaryotické buniky
latkou znaéné toxickou, pti koncentraci 0,5 mmol-I? byl zji§tén pozitivni vliv L-cysteinu
na tabakové bunky stresované kryptogeinem (Zivotnost nartistala). Soucasné byl naméten
pokles aktivity DES, takze se da predpokladat, ze u stresovanych bunck je omezena
degradace exogenniho L-cysteinu, aby mohl byt vyuzit pfi obrané rostlin vuci stresu,
napiiklad navySenim antioxidacni kapacity (Lopez-Martin et al., 2008) nebo indukci
tvorby fytoalexini (Zook a Hammerschmidt, 1997). Aktivita DES vedouci k produkci
sulfanu, jehoz signalni funkce se rovnéz uplatni béhem odpovédi rostliny na stres
(Shi et al., 2015), v§ak mohla byt zvySena v intervalu mezi 4. a 24. hodinou, kdy méfeni
z ¢asovych divodu neprobihalo. Vysledky ziskané po 24 hodinach jsou v souladu se
zavérem Alvaréze a kolektivu (2012), ze zvySeny obsah cysteinu v cytosolu je spojen se
zvySenou rezistenci rostliny vi¢i patogentm, i s jejich vysledky naznacujicimi, ze desl

mutanty A. thaliana jsou vice rezistentni k patogentim.

5.6 Vliv hypotaurinu
Hypotaurin (HT; Obr. 36) v bunkach reaguje se sulfanem za vzniku thiotaurinu (Ortega

et al., 2008), ¢imz snizuje mnozstvi vyuzitelného sulfanu v bunkach.
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Obr. 36: Hypotaurin (pfevzato z Terriente-Palacios et al., 2019).

V praktické ¢asti diplomové prace byl pozorovan pokles Zivotnosti tabdkovych bunék
stresovanych kryptogeinem vlivem HT, ackoliv Zivotnost nestresovanych tabadkovych
bun¢k nebyla vlivem HT snizend prakticky viibec. U rostlin napadenych houbovym
patogenem mize vychytani sulfanu HT znemoznit rostlinam branit se vici patogeniim
toxickym puasobenim sulfanu. AvSak vzhledem Kk tomu, ze pouzité rostlinné bunky
v kultute nebyly napadené houbovym patogenem, pouze oSetiené -elicitorem
kryptogeinem, naznacuje tento vliv HT, ze ma sulfan uplatnéni i v signalnich drahach,
které se podili na vzniku rezistence vuci biotickému stresu.

Vysledky jsou v souladu s vysledky Shi a kolektivu (2015), ktefi po oSetfeni rostlin
A. thaliana HT naméfili nizsi hladinu endogenniho sulfanu a pozorovali pokles rezistence
rostlin vii¢i biotickému i abiotickému stresu.

Specificka aktivita DES i celkové aktivita DES vztazena k podilu zivych bun¢k vlivem
HT nartstala u bunék stresovanych i nestresovanych, aby byl doplnén deficit sulfanu
vznikly pfitomnosti hypotaurinu. Nartst aktivity DES vlivem HT u nestresovanych
bunck naznacuje, Ze sulfan ma v rostlinach 1 jiné biologické funkce, neZ je obrana vici
stresu. Napiiklad Fang a kolektiv (2014) uvadi, ze ma roli i v signalni draze auxinu
vedouci k tvorb¢é postrannich kofenii u rostlin. Do jaké miry a pii jakych d&jich se

uplatiiuje v bunéénych kulturach vSak zlistava neobjasnéno.

5.7 VIliv hydrogensulfidu a sulfidu sodného
Hydrogensulfid a sulfid sodny ptisobi jako donory sulfanu (Shi et al., 2015; Alvarez et al.,
2012Db).

V praktické casti diplomové prace byl zaznamenan vyrazny ndrlst Zivotnosti
tabdkovych bunék stresovanych kryptogeinem po ptidavku NaHS, ackoliv samotny
NaHS vliv na zivotnost nemél. Zavér, ze dodani sulfanu navyZuje rezistenci
vuci biotickému stresu, je v souladu s diive publikovanymi vysledky (Shi et al., 2015),
ze u rostlin A. thaliana osetfenych NaHS doslo k posileni obrannych mechanismuti viici
P. syringae pv. tomato DC3000.

Vliv NaHS na aktivitu DES nedavno zkoumali Khan a kolektiv (2018) pfi studiu tlohy

L-cysteindesulfhydrasy v navozeni tolerance rostlin rokety seté (Eruca sativa)
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vii¢i dehydrataci. Ackoliv vlivem NaHS o koncentraci 2 mmol-I* narostl obsah
hydrogensulfidu v rostlin€ o vice nez 40 %, ke zmén¢ aktivity DES nedos$lo. V ramci
diplomové prace bylo potvrzeno, ze aktivita DES u nestresovanych bunék ztstava vlivem
NaHS ptiblizn€ neménna, pridavek NaHS vsak vedl ke zna¢nému snizeni celkové aktivity
DES vztazené k podilu zivych bunék stresovanych kryptogeinem. Je mozné, Ze
pritomnost hydrogensulfidu v médiu za podminek biotického stresu vede po 24 hodinach
k inhibici DES a umozni tabakovym bunikam vyuzit L-cystein jinym zptisobem pfi obrané
buné¢k vici biotickému stresu. Khan a kolektiv (2018) vSak pozorovali zvysSeni aktivity
DES u rostlin Eruca sativa stresovanych suchem vlivem NaHS. Jedna se vSak o odlisny
druh rostliny, o odli$ny typ stresu, proto porovnavani vysledkti nema pfili§ vyznam.
Utinek NazS byl podobny jako u¢inek NaHS, ale mnohem méné vyrazny. Na,S pouzili
jako donor sulfanu Alvarez a kolektiv (2012b) pii studiu tlohy DES1 v procesu autofagie
a zjistili, ze oSetfeni desl mutantti Arabidopsis NazS potlac¢uje autofagii zptisobenou

deficitem enzymu DESI a eliminuje fenotypové defekty tohoto mutanta.

5.8 Aktivita DES vybranych rostlin péstovanych v substratu a
na agarovém médiu

Mira exprese DES se méni v prib&hu vyvoje rostliny podle toho, k jakym fyziologickym
procestim v rostling v dané fazi vyvoje dochazi (Laureano-Marin et al., 2014). K nejvyssi
expresi DES1 u A. thaliana dochazi v pocate¢nich a kone¢nych stadich vyvoje rostlin.
Predpoklada se tedy urcita role DES1 v téchto vyvojovych stadiich. Pti pouziti desl
mutantli jsou pozorovany fenotypové odlisnosti v téchto vyvojovych stadiich. Je nutné
podotknout, Ze autofi pouZzili na stanoveni miry exprese DES1 u 14 dni starych semenackt
rostliny péstované na pevném MS médiu, zatimco ve zbyvajicich stadiich byla méfena
aktivita DES z rostlin péstovanych v substratu.

Pokles urovné transkripce genu DES1 u A. thaliana v pribéhu prvnich fazi vyvoje
rostlin, ktery pozorovali Laureno-Marin a kolektiv (2014), nekoresponduje s vysledky
této diplomové prace, kde byl zjistén narust aktivity DES vztazené na gram FW. Klesala
pouze hodnota specifické aktivity DES. Nesoulad miZe byt zplisoben naptiklad odliSnou
intenzitou translace mRNA kodujici protein DES1 nebo posttranslaénimi modifikacemi
proteinu DES1 vedoucimi k inhibici aktivity DES. Vliv mohou mit i podminky pouzitého
fytotronu, v némz z neznamych dtvodu roste A. thaliana velmi pomalu.

Rozdil mezi aktivitou DES/FW ze 14 dni starych semenacka A. thaliana péstovanych

na agarovém MS médiu a aktivitou DES/FW ze stejné starych semenackii péstovanych
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Vv substratu byl podobny jako rozdil v mife genové exprese DES1 u takto starych rostlin
A. thaliana péstovanych témito zptsoby (Laureano-Marin et al., 2014), a to i pfesto, ze
autofi pouzili MS médium prosté sacharosy.

Alvarez a kolektiv (2010) uvadi specifickou aktivitu DES z listi 5 tydna starého
A. thaliana 206,7 pkat-mg? proteinu. V ramci diplomové prace byla u takto starych
rostlin naméfena specificka aktivita 310,9 pkat-mg™?, u 6 tydni starych rostlin 177,9
pkat-mg, coZ jsou hodnoty pomérné blizké hodnotdm uvadénym V literatute. V piipadé
A. thaliana péstovanych na agarovém MS médiu vSak byla naméfena specificka aktivita
témer tiikrat vy$si nez uvadi literatura (Alvarez et al., 2010).

Riemenschneider a kolektiv (2005b) uvadi specifickou aktivitu DES z lista 4 tydny
starého A. thaliana (ekotyp C24) 1667 pkat-mg™ proteinu, coZ je vice nez &tyiikrat vice,
nez bylo naméfeno v ramci diplomové prace (383,4 pkat'mg™) u takto starych rostlin
A. thaliana ekotypu Columbia. Autofi vSak pouzili vy$si hodnotu pH pufru Tris (9,0),
v némz probihala enzymova reakce (v diplomové praci byl pouzit pufr Tris s pH 8,0).
Rozdil ve vysledcich je v souladu s tdaji v ¢lanku Burandta a kolektivu (2002), ktery
uvadi, ze aktivita DES z A. thaliana s rostoucim pH narista az do hodnoty 10,0.

U rostlin S. lycopersicum cv. Micro-Tom, N. tabacum cv. Samsun a N. tabacum cv.
Maryland byly pozorovany odlisné zmény aktivity DES vztazené na gram FW
v porovnani s A. thaliana a ackoliv specificka aktivita DES podobné¢ jako u A. thaliana
v pribéhu vyvoje klesala, byla vyrazné nizsi nez u A. thaliana. Divodem mize byt
vzajemna nepiibuznost téchto druhd rostlin. Tabék virginsky (Nicotiana tabacum) a rajce
jedlé (Solanum lycopersicum) patii do ¢eledi lilkovitych (Solanaceae), zatimco huseni¢ek
rolni (Arabidopsis thaliana) patii do celedi brukvovitych (Brassicaceae), (Rosypal,
2003).

Rostliny z ¢eledi brukvovitych se vyznacuji schopnosti syntetizovat zna¢né mnozstvi
sekundarnich metaboliti obsahujicich siru, naptiklad glukosinolati a fytoalexin
(Bednarek, 2012). Pravé u brukvovitych plodin, jako je fepka olejka (Brassica napus),
byla také poprvé popsana souvislost mezi nachylnosti rostlin K napadeni patogennimi
houbami a nizkym obsahem siry vV pidé navozenym v prab&hu 80. let lidskou Cinnosti
(Schnug et al., 1995; Bloem et al., 2015). Vysoka aktivita DES v listech A. thaliana

ziejmé& piimo souvisi s intenzivnim metabolismem siry, ktery je pro tyto druhy rostlin

typicky.
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Na produkci sulfanu z L-cysteinu u S. lycopersicum se podili minimalné 4 proteiny
(SIOAS4, SIOAS6, v mensi mife SIOAS2 a SIOASS). SIOAS4 gen vykazuje silnou
expresi v nezralych zelenych plodech, zatimco SIOAS6 gen je exprimovan pirevazné
ve vegetativnich organech a v kvétech (Liu et al., 2019).

Laureano-Marin a kolektiv (2014) pozorovali expresi DES1 genu v kotfenech 14 dni
starych semenacku A. thaliana péstovanych na agarovém médiu, zatimco u 35 dni starych
jedinci péstovanych v substratu nebyla exprese méfitelna. Exprese genu SIOAS5 a
SIOASG, jejichz produkty vykazuji DES aktivitu v S. lycopersicum, byla v kofenech
detekovana Liu a kolektivem (2019). Detekce aktivity DES v kofenech mtze podpofit
hypotézu, ze sulfan produkovany DES1 ma roli v signalni draze auxinu, kterd stimuluje
tvorbu postrannich kofenti (Fang et al., 2014). V diplomové praci byla ovétena
pfitomnost aktivity DES v kofenech A. thaliana péstovanych na agarovém médiu a

v kofenech N. tabacum a S. lycopersicum péstovanych v substratu.
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6 Zavér

V teoretické ¢asti diplomové prace jsou popsany:

* vyznam a regulace L-cysteinu a z n¢j odvozenych metabolit v rostlinach
« role sulfanu a L-cysteinu v odpovédich rostlin na biotické stresy

* prehled znalosti o enzymu DESL1 v rostlinach

Vysledky experimentalni ¢asti diplomové prace se daji shrnout nasledovné:

* V priibéhu vyvoje bunééné kultury tabakovych bunék nartstala specificka aktivita DES,
celkova aktivita DES vztazend k podilu zivych bun¢k ztstavala piiblizné stejnd do 7. dne,
poté rovnéz rostla. Podil zivych bunék v pribéhu vyvoje klesal, celkova hustota bun¢k
narustala.

« Zivotnost tabakovych bunék vlivem elicitoru kryptogeinu klesala, aktivita DES
vztazend k podilu Zivych buné€k nartstala.

* Vlivem L-cysteinu doslo K poklesu zivotnosti tabakovych bunék a k nartstu aktivity
DES.

 L-cystein a donory sulfanu, NaHS a Na.S, navysily zivotnost tabakovych bunck
stresovanych kryptogeinem, jejich vlivem byl u téchto bunék zaznamenan pokles celkové
aktivity DES vztazené k podilu zivych bunék.

* Lapac sulfanu hypotaurin zpusobil snizeni zivotnosti tabakovych bun¢k stresovanych
kryptogeinem a zvySeni aktivity DES u téchto bunék.

* Specificka aktivita DES klesala v prib&hu vyvoje rostlin (A. thaliana, S. lycopersicum
a N. tabacum) péstovanych v substratu, aktivita vztazena na gram Cerstvé vahy nartstala
u A. thaliana, u zbylych druht zistavala ptiblizné stejna

* Aktivita DES byla detekovana i v kofenech A. thaliana, S. lycopersicum a N. tabacum

Do budoucna se nabizi studium vlivu patogennich organisml na aktivitu DES rostlin
pestovanych v substratu. Rovnéz by bylo vhodné zavést jiné metody detekce sulfanu
v bunikach a v listech, naptiklad konfokalni mikroskopii vyuzivajici specifickych

fluorescencnich sond pro sulfan.
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8 Seznam pouzitych symbola a zkratek

2,4-D
ACC
ATGS8
CAS-C1
CoA
COS
DES
DES1
DMPPDA
DTT
ETI

ETS
FDA
FW
GSH
HT
MAPK
MES
MS
OAS
OAS-Al
OAS-B
OAS-C
OASTL
PAMP
PLP

PR

PRR

Pst DC3000

PTI

ROS
SAM

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
Autophagy-related protein 8 (protein 8 vztazeny k autofagii)
B-kyanoalaninsynthasa

Koenzym A

Sulfid karbonylu

L-cysteindesulthydrasova aktivita

L-cysteindesulfhydrasa (protein)
N,N-dimethyl-p-fenylendiamin

Dithiothreitol

Effector-triggered immunity (imunita spusténa efektorem)
Effector-triggered susceptibility (nachylnost spusténa efektorem)
Fluoresceindiacetat

Fresh weight (Cerstva vaha)

Glutathion (redukovany)

Hypotaurin

Mitogenem aktivovand proteinkinasova kaskada
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

Murashige and Skoog

O-acetylserin

Cytosoléarni izoforma OASTL

Chloroplastova izoforma OASTL

Mitochondrialni izoforma OASTL

O-acetylserinlyasa

Pathogen-associated molecular patterns (molekularni vzory patogenii)

Pyridoxalfosfat
Pathogenesis related (vztazené k patogenezi)
Pattern recognition receptors (receptory rozpoznavajici vzory)

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

Pathogen-associate molecular patterns-triggered imunity (imunita

spusténa molekularnimi vzory patogentl)

Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
S-adenosylmethionin
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SAT
SCS
SDS
SIR
SSCS
T3SE

Serinacetyltransferasa

S-sulfocysteinsynthasa

Dodecylsiran sodny

Sirou indukovana rezistence
S-sulfocysteinsynthasova reakce nebo aktivita

Type 111 secreted effectors (sekretované efektory typu 3)
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