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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace je vypracovani literarni reSerse o:
- rostlinném patogenu Phytophthora infestans,
- metabolismu a funkci oxidu dusnatého a dalSich reaktivnich forem dusiku
v mikrobidlnich buiikdch (oomycety a houby), se zaméfenim na ulohu
S-nitrosylace proteint jako signaliza¢niho a regulacniho mechanismu,

- S-nitrosoglutathionreduktase v rostlinach a houbovych patogenech.

Experimentalni ¢ast
V experimentalni ¢asti prace bylo cilem:
- optimalizace, izolace a purifikace rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasy
z oomycety Phytophthora infestans,
- in vitro biochemicka charakterizace ptipraveného rekombinantniho GSNOR
enzymu,

- substratova specificita, teplotni a pH optimum, stanoveni kinetickych parametrii

vybranych inhibitort.



1 Uvod

Phytophthora infestans je rostlinny eukaryotni patogen spadajici mezi oomycety.
Zpusobuje nemoc Ctvrté nejrozsitenéjsi potravinové plodiny Solanum tuberosum, tzv.
plisenn bramborovou. Dal$im vyznamnym hostitelem pro tento patogen je Solanum
lycopersicum. Hospodaiské Skody zptisobené plisni bramborovou se ro¢né odhaduji na
6,7 miliard dolart. Usp&$né rozmnozovani a patogenita P.infestans tkvi v jeji
schopnosti rozmnozovat se pohlavni i nepohlavni cestou. Na pracovistich Katedry
biochemie a Katedry botaniky P¥F UP v Olomouci je jiz dlouhodob¢ studovana uloha
reaktivnich forem dusiku (RNS) a S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
Vv patosystému Solanum lycopersicum-Oidium neolycopersici a na jiz ziskané poznatky
navazuje studium patosystému S. lycopersicum-P. infestans. Ve stiedu zajmu jsou nyni
elicitiny produkované zastupci rodu Phytophthora a jejich vliv na ilohu RNS a GSNOR
v bunééné kultufe tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi).

GSNOR patti do rodiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tiidy I1I (ADH3,
EC 1.1.1.1), které maji vyssi afinitu k alkoholiim s del§im fetézcem a S-nitrosothioltim.
GSNOR nejlépe katalyzuje NADH-dependentni redukci S-nitrosoglutathionu na GSSH
a NHs. Proto tato denitrosylacni aktivita mulze regulovat intraceluldrni hladiny
S-nitrosoglutathionu, ktery se poklada za mobilni nadrz oxidu dusnatého a tim padem
muze GSNOR regulovat ucinky oxidu dusnatého v buiikach a chranit organismus ptred
nitrosaénim stresem. Enzym je studovan v P. infestans z divodu rozsifeni znalosti
o funkci avlastnostech GSNOR nejen v patogenech, ale i Vv patosystému
S. lycopersicum-P. infestans. Zatim byla provedena biochemicka charakterizace
rekombinantni GSNOR pouze u ¢lovéka a nékolika rostlin, jako je Arabidopsis thaliana
¢i S. lycopersicum. Ziskané vysledky charakterizace GSNOR z P. infestans mohou byt
vyuzity pro leps§i pochopeni role S-nitrosylace a GSNOR jak v patogenu,

tak v hostitelské rostling€ a béhem riznych fazi vyvoje patogenu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1Phytophthora infestans

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary se fadi mezi Oomycety spadajici do fise
Chromista, tifidy Oomycetes, oddéleni Peronosporomycota, celedi Pythiaceae.
Oomycety jsou stejn¢ jako houby hlavnimi eukaryotnimi rostlinnymi patogeny. Tento
druh napada nadzemni ¢asti rostliny, pfedevsim listy Solanum tuberosum, a zptasobuje
tak nemoc brambor, ¢&tvrté nejrozsitenéj$i potravinové plodiny, nazyvanou jako
bramborova pliseil. Patogen muze také infikovat raj¢e (Solanum lycopersicum)
a n¢které dalsi ¢leny Solanaceae spp., dale Aster thomsonii Clarke (astra), Acer spp.
(javor), Petunia spp. (petunie), Mandragora officinarum L. (mandragora), Rumex
acetosa Linn. ($tovik) aj. (Erwin a Ribeiro, 1996). Ochrana S. tuberosum je naro¢na
a finanéné nakladna, lze ji rozd¢€lit na ptimou a nepfimou. Piimou ochranu lze dale
rozdé€lit na mechanickou, chemickou a na sanitarni opatteni (Juroch, 2011). Nevyhodou
je, ze uspésné osetiené brambory nelze prodavat jako bioprodukty. Hospodaiské skody
zpusobené plisni bramborovou se ro¢né odhaduji na 6,7 miliard dolarti (Haverkort et al.,
2008).

Francouzsky doktor C. Montagne popsal roku 1845 ve Francii houbu Botrytis
infestans jako pii¢inu nemoci brambor, tudiz byla diive P. infestans myln¢ povazovana
za houbu (Sambamurty, 2005). V letech 1861 a 1863 Heinrich Anton de Bary
publikoval dva dokumenty (Anderrson, 2007), kde popsal zivotni cyklus plisn€, nové ji
zatadil do rodu Peronosporacea a pojmenoval ji Phytophthora infestans (de Bary,
1876). Odtud vyplyva jeji plny nazev Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (1876).

Rozlusténi genomu P. infestans je klicem k uspéchu pro pochopeni jeho uspésné
patogenity. Sekvenovani genomu metodou ,,whole-genome shotgun®“ se podafilo
dokoncit tymu védcl ze Sesti zemi svéta a data jsou dostupna na strankach Broad
Institutu z USA

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/phytophthora infestans/).  Velikost

T30-4 genomu P. infestans je ptiblizn¢ 240 megabazi (Mb), coz je n€kolikanasobné
vice nez velikosti genomu jinych druhti Phytophthory, napt. P. soyae (95 Mb) a
P. ramorum (65 Mb) (Haas et al., 2009).


http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/phytophthora_infestans/

2.1.1 Rozsireni Phytophthory infestans a velky irsky hladomor

Puvodni vyskyt patogenu byl zaznamenan v Mexiku (Goss et al., 2014), pozdéji
se rozsitil na sever do USA a dale do Kanady. V 19. stoleti byly pravdépodobné do
Belgie piivezeny infikované hlizy bramboru. Postupné se rozsifil pohlavni typ Al
P. infestans do vSech oblasti, kde se péstuji brambory a raj¢ata. Pohlavni typ A2 jesté
neni zcela rozsifen (Juroch, 2011).

Phytophthora infestans v letech 1845-1847 katastrofalni hladomor obyvatel Irska, doslo
K Gplnému zniCeni porostu plodiny brambory, nasledovala smrt az milionu obyvatel

a dale emigrace az 1,5 milionu obyvatel Irska (Henfling, 1987).

2.1.2 RozmnoZovani Phytophthory infestans

Phytophthora infestans je schopna rozmnozovat se nepohlavnim i pohlavnim zptisobem
reprodukce. Pohlavni rozmnozovéani je v ptirodé vzacnéjsi. Pti nizsich teplotach vyuziva
patogen k nepohlavnimu rozmnozovani zoospory, coz jsou nepohlavni spory s jednim
jaddrem a jednim nebo vice bi¢iky, které zplsobuji sekundarni infekei jesté rychlejSim
tempem nez tvorbou sporangii. Dale jako nepohlavni rozmnozovéani slouzi tvorba
sporangii na hostitelskych pletivech ptfimym kli¢enim na infek¢éni hyfu. Sporangiofory
maji neuréitou konstrukci, diky které napomahaji rozptyleni sporangii na jinou
hostitelskou rostlinu pomoci vétru a vody (Cohen et al., 1997). Sporangium muize kli¢it
pfimo pfi teplotdch nad 15°C a rychle se vyviji na mycelium s nepiehradkovanymi
hyfami (Mayton et al., 2000).

Phytophthora infestans je diploidni, heterothalicky organismus se dvéma znamymi
pohlavnimi typy Al a A2 (Brasier, 1992). Sexualni reprodukce muze nastat
prostiednictvim oospor nasledujici po interakci mycelii obou pohlavnich typt (Obr. 1).
Oospory se tvoii pouze na Castech listu, které jsou v pfimém kontaktu s vodou
(Cohen et al., 1997). Oospory jsou velké a silnosténné spory u oomycet a umoziuji
patogenu piezit dlouhou dobu i nékolik let v odumielych rostlinnych zbytcich nebo
vV pidé mimo zijiciho hostitele (Judelson, 1997). Jelikoz jest¢ donedavna byl znam
pouze pohlavni typ Al, nebylo zndmo pohlavni rozmnozovani, z kterého vznika
oospora az toho také vyplyva, ze pohlavni rozmnozovani P. infestans nehraje roli
v onemocnéni hostitelskych rostlin. Dsledkem obou pohlavnich typl je vznik novych

pohlavnich rekombinaci (geneticky variabilnéjSich populaci) a mozny vznik



agresivnéjSich typt patogenu (Nowicki et al., 2012a) a také vyssi rezistence patogenu
k n¢kterym fungicidim (napf. fenylamid metalaxyl) (Gisi a Cohen, 1996;
Rekanovi¢ et al., 2012).

Q T g

sporangium ( \Q’
spohilace |

z mladé
rostliny

na jare

sporulace
na listu '

Pohlavni rozmnozovani
(pfitomnost Al1A2)

mnfikovana rostlina

Obr. 1 Cyklus napadeni rostliny a pohlavni reprodukce (upraveno podle Schumann a D’Arcy,
2000). V nepiitomnosti oosféry pieziva Phytophthora infestans jako mycelium
v infikovanych hlizach péstovanych brambor. Sporangia se mohou tvofit z infikovanych
hliz nebo novych vyhonkli nésledujici jaro. Vétrem nebo deStém jsou sporangia
pfenesena na zdravé listy brambor.

2.1.3 Napadeni rostliny Phytophthorou

Sporangia ¢i fragmenty mycelia Phytophthory infestans (Obr. 2) jsou rozsitena
u infikovanych rostlinnych organti vétrem nebo kapkami desté. K infekci a naslednému
vyvoji choroby miiZze dojit pouze za vhodnych podminek, jako jsou dostatecnd vlhkost
a optimalni teplota, naptiklad sporangium muze kli¢it pfimo pfii teplotach vysSich nez
15°C a pro uvolnéni zoospor ze sporangii je optimalni teplota 10°C — 15°C a optimalni
vlhkost vyssi nez 90 % po dobu 11 hodin (Nowicki et al., 2012a; Juroch, 2011).
P. infestans napada hlavné nadzemni organy rostliny, pfedevsim listy brambor (Kalina
a Vana, 2005). Sporangia nebo fragmenty mycelia infikuji nachylny organismus.
Do rostlinnych organii se dostdvaji dvéma zplsoby. Sporangia oomycety kli¢i piimo

pies zarodecnou trubici, tak proniknou do rostlinnych organt anebo sporangia uvoliuji
5


http://eagri.cz/public/web/file/125259/plisen.pdf

6-8 (10) zoospor fazolovitého, mirn¢ zplostélého tvaru s dvéma bic¢iky rozdilnych délek,
které postupné ztraci a nésledné prichazi o schopnost pohybovat se. Tyto zoospory
utvari klicni vladkno, na svém konci obsahuji apresorium, které prortistd skrz priaduchy
do rostlinnych orgéanti, nebo do parenchymatickych pletiv pronikaji pfes epidermis
pomoci penetra¢niho hrotu. Vzniklé mycelium vytvaii hyfy, které se rozvétvuji
V mezibunécném prostoru za tvorby haustorii a ty pronikaji skrz bunécné stény dovniti
bunék pletiv, z kterych ziskava ziviny. Rychle ni¢i napadena pletiva. Symptomy nemoci
se projevuji  rozvojem charakteristickych nekrotickych plisni jako Zzlutohnédé
az tmavohnédé skvrny na svrchni strané listu (Nelson, 2008; Juroch, 2011; Kalina
a Vana, 2005). Pti idealnich podminkach trva cyklus P. infestans na listech brambor
arajcat 5 dni. (Nowicki et al., 2012a). Patogen vykazuje zna¢nou metabolickou adaptaci
do hostitelského prostiedi, jelikoZz dokdZe exprimovat geny kodujici metabolické
enzymy V rostling, a proto rychle vytvaii rezistenci k pesticidaim (Haas et al., 2009;
Shattock, 2002).

Obr. 2 Mikroskopické fotografie P. infestans (fotila doc. Michaela Sedlafova, UPOL, Katedra
botaniky). (a) Detail sporangia P. infestans. (b) Sporulujici mycelium P. infestans.

2.1.4 Boj hostitelské rostliny po napadnuti Phytophthorou

Elicitiny a efektory indukuji hypersenzitivni reakci (HR) rostlin k patogenim (Obr. 3),
ktera patii k nejvice efektivnim ptirodnim mechanismtim, vyvolavajicim obranu rostlin
proti patogenim (Mur et al., 2008; Orlowska et al., 2013). HR byla poprvé popsana
patology asi pred sto lety. Ward (1902) vid¢l variabilni odpovédi odridy pSenice

k takzvané rzi pseni¢né (Puccinia triticina). HR je mechanismus vyuzivany rostlinami,
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pii kterém je zabranéno Sifeni infekce mikrobidlnich patogent, je charakterizovana
rychlou smrti bunék v blizké oblasti kolem infekce a slouzi k omezeni rustu a Sifeni
patogenti do jinych ¢asti rostliny, kam posila systémové signaly, které $ifi nespecifickou
odolnost (Morel, 1997). Tato odolnost je nazyvana jako systémové ziskana rezistence
(SAR, Systemic Acquired Resistence) (Ryals et al., 1994; Fu a Dong, 2013).

000e800
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Obr. 3 Schematicky pohled na inicialni faze vyvoje P. infestans: (a) citlivy genotyp a (b), (c)
rezistentni genotyp rostliny. (a) Napadena rostlina patogenem P. infestans: [i] zoospora,
[ii] cysta, [iii] kli¢ici cysta, [iv] kliCici cysta s apresoriem, [v] kli¢ici cysta s apresoriem
a infekénim vackem, [vi] haustorium a [vii] sporangium. (b), (c) Podobné jako u (a),
ale rostlinné bunky se brani hypersenzitivni reakci (HR) — smrti, Cervené vyznafené
buitky. HR mtize zahrnovat skupiny rostlinnych bun€k (b) nebo 1 az 2 buiky (c)
Vv zavislosti na genotypu rostliny a patogenu (pievzato z Kamoun a Smart, 2005).

Pti  jakékoliv nekompatibilni interakci rostlina-patogen reaguji  rostliny
charakteristicky, nekrézou kolem kazdé Casti napadené rostliny, lokalizaci patogenu
v kazdé iniciaéni fazi infekce a indukci metabolickych zmén bunék obklopujicich
nekrotické oblasti (Stintzi et al., 1993).

Hostitelskd rostlina se miZze branit pomoci apoptosy regulované kyselinou
salicylovou (SA). Pro dokonceni bunécné smrti indukované v listech rezistentnich
odrid rostliny Solanum tuberosum, je zapotiebi aktivita subtilisin-like caspasy-3

(StSBTc-3), aby doslo k omezeni Sifeni patogenu pfi interakci Solanum tuberosum —



P. infestans. V disledku bunécné smrti lze zamezit dalS§imu Sifeni patogenu (Fernandez
et al., 2012; Fernandez et al., 2015).

Odolnost rostliny Nicotiana benthamiana proti patogenu P. infestans vyzaduje
kromé& SA-regulované indukce buné¢né smrti jesté ethylen (ET)-indukovanou produkci
fytoalexint (Shibata et al., 2010).

2.1.5 Charakteristika patosystému Solanum spp. — Phytophthora infestans

Patosystém Phytophthora infestans a rajéete/brambory je vhodny model pro vyzkum
vyvoje patogenu a také slouzi jako zaklad pro objasnéni mechanismt obrany rostliny.
Zvice nez 200 druhti patogeni pravé P.infestans neptiznivé ovliviiuje péstovani
brambor a rajcat (Nowicki et al., 2012a).

P. infestans je hemibiotrof, parazituje né&jaky cas v zivych pletivech a nasledné
pieziva v mrtvych pletivech tak, ze ze sporangii nejprve vyviji vnitrobunééné primarni
hyfy. Nasledné patogen piepne na nekroticky rezim, ve kterém sekundarni hyfy
kolonizuji okolni pletiva. Nakonec asexualni sporulace ma potencial podnécovat
masivni epidemii, plisen rostlin (Nowicki et al., 2012a).

Patosystém Solanum lycopersicum L. /Solanum tuberosum — Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary byl studovan metodou “dvojbarveni pomoci anilinové a trypanové
modri (dual-stain), coz vedlo k mikroskopické vizualizaci infekce rostliny patogenem
(Obr. 4). Metodou lze detekovat nékolik infekénich struktur patogenu a slouzi
k objasnéni mechanismii obranné odpovédi rostliny, jako je vyztuzeni bunécéné stény,
ukladani polysacharidu kalosy, produkce reaktivnich forem kysliku a hypersenzitivni

odpoveéd’ (Nowicki et al., 2012b).
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Obr. 4 Vizualizace ,,dvojbarvenim® pomoci konfokalni laserové mikroskopie u citlivého
genotypu rajcete (S. lycopersicum cv. Rumba) k patogenu Phytophthora infestans 4 dny
po infekci (nao&kovano sporangialni suspenzi 10* em®). (a) Kligici spory: [S] vyvoj
infekéni trubice a pokus proniknuti listovym pletivem tvorbou apresoria, [A] primarni
rostlinnou hostitelskou obranou je rychla tvorba papily bohaté na kalésu a [P] pokus
0 proniknuti piimo pod plochou penetrace. (b) Také klicici spory, ale zobrazeni
v Nomarského diferencialnim interferenc¢nim kontrastu (DIC) (upraveno podle Nowicki
et al., 2012b)

Pocatecni priznaky infekce, véetné malych 1ézi na listu a stonku rostlin, jsou
viditelné teprve po 3 az 4 dnech a v nékterych ptipadech dosdhnou pouze 1-2 mm
V pruméru. Je vidét bila pliseil na spodni strané listu. Celd rostlina mize zkolabovat
5-10 dni po napadeni (Nowicki et al., 2012a).

Patogen obsahuje uréité geny, zvané efektory (Tab. 1), které zpusobuji pienos
signalu a adaptaci do hostitele (Raffaele, 2000). Efektory jsou sekretovany haustorii, Ize
je rozdélit do dvou hlavnich kategorii v zavislosti na jejich misté pusobeni,
a to na apoplastické (extracelularni) a cytoplasmatické (Hardham a Cahill, 2010).
Apoplastické efektorové geny, véetné inhibitorti proteas, vylucované proteiny bohatych
na cysteiny a NPP1-skupinami byly mezi nejvice regulovanymi geny béhem infekce
brambor (Haas et al., 2009). Efektory v mezibunééném prostoru reaguji S bunéénymi
sténami, s proteasami hostitelskych rostlin a se signalni siti obranné odpovédi rostlin
(Nowicki et al., 2012a).

Genom P. infestans exprimuje geny kodujici endo-polygalakturonasy (PIGP-1)
aendo a exo-glukanasy, které degraduji pektiny a hydrolyticky $tépi kalosu
(1,3-B-glukan) v bunécné sténé (McLeod et al., 2003).

Efektory P. infestans umoziuji ochranu proti hydrolytickym enzymtim rostlinného
puvodu tim, Ze je inhibuji (vCetné glukanas, chitinas a proteas). Inhibitory glukanas
a chitinas zastavuji tvorbu vykonnych elicitora (Stintzi et al., 1993), sloucenin které

jsou schopny biosyntetizovat jiné slouceniny uvniti bunéného organismu. Elicitory
9



nejsou soucasti organismi, takze na rozdil od hormonl se jednd o vnéjsi signalni
aktivatory.

INF1 elicitiny, malé asi 10 kDa toxické proteiny sekretované fytopatogeny rodi
Phytophthora a Pythium (Yu, 1995), dokazou vyvolat obrannou reakci (indukuji HR
a SAR) v nehostitelské rostliné Nicotiana spp. (Kanzaki et al., 2008). Elicitiny jsou
specialni skupinou elicitort. P. infestans nedokaze syntetizovat steroly, musi je
asimilovat pomoci elicitind, které jsou schopné vazat steroly a transportovat je, ptisobi
jako extracelularni sterol-vazajici proteiny. Elicitiny jsou tedy vyznamné pro patogenitu
oomycet a také se predpoklada, Ze hraji dulezitou roli v ristu a vyvoji P. infestans
(Osman et al., 2001).

Cytoplasmatické efektory se dostanou pies bunéénou plasmatickou membranu,
kde organizuji metabolické zmény a napomahaji rozvoji patogenu. Proteiny, které slouzi
jako cytoplasmatické efektory, mohou byt rozdéleny do dvou skupin: RXLR (amino
acid motif within the respective proteins) a CRN (crinkling and necrosis) (Hardham
a Cahill 2010; Nowicki et al., 2012a).

RXLR geny obsahuji avirulentni proteiny (AVR). RXLR se vaze N-koncem
na fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) v bunééné membrané. Vstup efektoru do bunky je
zprostiedkovan endocytézou pomoci lipidového raftu. C-konec RXLR efektoru je
zodpovédny za jejich funkci uvnitt hostitelskych bunék (Vleeshouwers et al., 2011).

CRN proteinova rodina je druhou tfidou efektorovych proteint P. infestans, ktera je
translokovdna do cytoplazmy. CRN1 a CRN2 jsou exprimovany uvnitf buiky
po zavedeni téchto gent do vektoru odvozeného od bramborového viru X. Nasledna
exprese téchto genli vedla ke svrasténi listd, nekréze a indukci genti obranné reakce

(Torto et al., 2003).
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Tab. 1 Efektory Phytophthory infestans (pievzato z Nowicki et al., 2012a).

Efektory

Biologicka aktivita

Apoplastické efektory

Enzymy degradujici bunécnou sténu
Endo-polygalakturonasa (PIGP1)
Endo-glukanasa

Exo-glukanasa

Inhibitory enzymii

Inhibitory cystein-like proteas

Inhibitory kazal-like extracelularnich proteas

Pathogen-Associate Molecular Patterns
(PAMPS) a malé proteiny bohaté na cysteiny
Elicitiny (INF1 a dalsi)

PcF-like (scr74)

Transglutaminasa (Pep13)

Degradace pektinu rostlinné bunééné stény
Hydrolyza 1,3-B-glukanti
Hydrolyza 1,3-B-glukanti

Inhibice rostlinnych cystein-like proteas a potencialni
potlaceni rostlinné obranné odpovédi

Inhibice rostlinnych proteas a potencialni potlaceni
rostlinné obranné odpovédi

Proteiny nesouci steroly; spoustéé obranné odpovédi
Fytotoxin-like; spousté¢ hypersenzitivni reakce (HR)
Oxidativni vzplanuti; spousté¢ HR

Efektory transportované do cytoplasmy
RXLR typ

AVR1

AVR2

AVR3a
AVR3b

AVR4
AVRDbIb1

AVRDbIb2
AVRvntl
Dalsi typy
CRN
SNE1

Indukce HR po interakci s R1

Indukce HR po interakci s R2, R2-like, Rpi-abpt, Rpi-
blb3

Indukce HR po interakci s R3a; potlaceni INF1-
odvozené od HR

Indukce specifické HR po interakci s R3b, zddny
interakce s R3a

Indukce HR po interakci s R4

Ttidy I a IT indukuji HR po interakci s Rpi-blbl,

ale tida IIT maze potlacit Rpi-blb1 zprostifedkovanou
HR

Indukce HR po interakci s Rpi-blb2

Indukce HR po interakci s Rpi-vnt

Potlac¢eni/indukce HR
Potlaceni HR vyvolané riznymi avirulentnimi proteiny

2.2Reaktivni formy dusiku v rostlinach a houbovych patogenech

Mezi nejznaméjsi reaktivni formy dusiku (RNS) patii oxid dusnaty NO, oxid dusity
N203, oxid dusicity NO,, peroxodusitan ONOO™a S-nitrosoglutathion GSNO.

RNS se vyznamné podili na antimikrobidlni aktivité.

S-nitrosothioly  jsou

bakteriostatické a peroxodusitan je baktericidni pro organismy Salmonella typhimurium

¢i Escherichia coli, u kterych NO nema sam o sob¢& antimikrobialni ¢innost (Pacelli

et al., 1995; DeGroote et al., 1995).

2.2.1 Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty (NO) je velmi difusibilni a reaktivni molekula, ktera diky své schopnosti

rozpoustét se v tucich dokaze prochazet membranami (Kelm, 1999). Plynny radikal NO

ma velmi kratky polocas

rozpadu

in vivo (3-5sec) (Thomas et al., 2001).
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se na thioly, které souhrnné nazyvame S-nitrosothioly (SNO) (Hogg, 2002).

Chemie NO zahrnuje redoxni fadu s charakteristickymi vlastnostmi a reaktivitou:
NO™ (nitrosoniovy kationt), NO™ (aniont nitrosylu) a NO- (NO radikal). NO" je soudasti
riznych nitroso- sloucenin, které jsou efektivné generovany za fyziologickych
podminek. Reakci disulfidii a NO™ vznikaji nitrosothioly. Z biologického hlediska jsou
dualezité reakce NO s O3 a jeho riznymi redoxnimi formami a s ionty pfechodnych kovi
(Stamler et al., 1992).

Vyssi hladiny NO se shoduji s vyssi akumulaci S-nitrosothiold a polyfenoli a také
vy$8i aktivitou denitrosylované S-nitrosoglutathionreduktasy a thioredoxinreduktasy
(Zheng et al., 2011). NO velmi snadno reaguje s reaktivnimi formami kysliku (ROS),
bouflivou reakci se superoxidem O, vznika potencialni oxidaéni a nitra¢ni slouc¢enina

peroxodusitan ONOO™ (Wilson et al., 2008).

2.2.1.1 Produkce NO
V zivoc¢isnych bunkach je NO produkovdan NADPH-zavislou oxidaci pfeménou
L-argininu za tvorby L-citrulinu katalyzovanou NO synthasou (NOS; EC 1.14.13.39)
v komplexni reakci vyzadujici molekularni kyslik, vapnik, kalmodulin, FAD, FMN
a tetrahydrobiopterin (Knowles a Moncada, 1994). U rostlin se vSak zatim nepodafil
identifikovat NOS analog jako v ptipad¢ zivoc¢ichi (Frohlich a Durner, 2011).
Enzymy produkujici NO u rostlin (Obr. 5) jsou nitratreduktasa (NR; EC 1.6.6.1-3),
xanthinoxidasa (XOD; EC 1.1.3.22) a nitrit:NO oxidoreduktasa (Ni-NOR; EC 1.7.2.1)
(Stohr a Stremlau, 2005; Gupta et al., 2011). Dale se na produkci NO muze podilet
cytochrom P450 nebo polyaminy (Yamasaki a Cohen, 2006).

Nitratreduktasa katalyzuje NAD(P)H-dependentni redukci dusi¢énanu na dusitan,
ale také redukci dusitanu na NO (Meyer et al., 2005):
NAD(P)H + 3H30" + 2NO,” — NAD" + 2NO + 5H,0 (Gupta et al., 2011),
in vivo pii normalnich ristovych podminkach A. thaliana je tato redukce dusitanu
kolem 1 % katalytické kapacity NR (Rockel et al., 2002). NR slouzi u rostlin, fas a hub
jako centralni bod pro integraci metabolismu tim, Ze fidi tok redukovaného dusiku
nékolika regulatnimi mechanismy. Monomer NR ma molekulovou hmotnost okolo
100 kDa a obsahuje FAD, 4Fe-4S klastr a Mo-molybdopterin (Mo-MPT) (Campbell,
1999). Pro své reakce vyuziva jako koenzymy také flavin nebo benzyl viologen

(Hageman a Hucklesby, 1971). Nitratreduktasa zprostfedkovavajici NO syntézu je
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nutna k uzavirani praducht indukovanych kyselinou abscisovou (ABA) (Desikan et al.,
2002). Ukazuje se, ze NR se ucastni produkce NO i pii interakci rostlina-patogen
(Perchepied et al., 2010) a v odpovédi na elicitory.

NO,-

Plasmaticka | Nitrit:NO
membrana reduktasa
(kofen) (Ni-NOR)

A\

NO,~_ cytoplasma NO,-
Nitratreduktasa = NO ’ Mitochondrie
g produkce
Mitochondrie | >
Cytoplasma Chloroplgst

Chloroplast ~ AtNOS1
Peroxisom ~ (AtNOA1)?

L-Arginin NO,-

Obr. 5 Produkce NO v rostlinné bufice enzymy nitrit:NO oxidoreduktasou (Ni-NOR),
nitratreduktasou (NR) a hypotetickou NO synthasou (NOS) (upraveno podle
Wilson et al., 2008).

2.2.1.2 Funkce NO

Uloha NO byla potvrzena pii regulaci riiznych fyziologickych i patofyziologickych
procest a tudiz 1 v mechanismech obrannych reakci rostlin, které mohou byt vyvolany
pusobenim fady biotickych nebo abiotickych stresovych faktora (Shi et al., 2012;
Gill et al., 2013).

U rostlin bylo nejprve zjisténo, ze NO hraje zasadni roli pii zprostiedkovani
obrannych reakci proti bakterialnim patogenim (Delledonne et al., 1998), dale je
dalezity pii kontrole fyziologickych funkci béhem rtstu a vyvoje rostlin, coz zahrnuje
kliceni semen, expanzi listd, rast primarnich a lateralnich kofent, kveteni, zavirani
pruduchu, regulaci rustu pylové laéky a zrani a starnuti plodd (Lamattina et al, 2003;
Wilson et al., 2008; Gupta et al., 2010; Sirova et al., 2011). Bylo také zjisténo,
ze interakce NO a H,0,, generovaného z O, superoxiddismutasou, zptisobuje bunéénou
smrt spojenou s hypersenzitivni reakci rostlin  po rozpoznani patogenu

(Delledonne et al., 2001).
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2.2.2 S-nitrosoglutathion (GSNO)

S-nitrosoglutathion (GSNO, Obr. 6) vznika interakci oxidu dusnatého s tripeptidem
glutathionem (y-glutamylcysteinyglycin, GSH) v procesu zvaném S-nitrosylace. Reakce
GSH a kyseliny dusité je rychla s vysokym vytézkem, vznikd rizovy meziprodukt a lze
jej na rozdil od jinych S-nitrosothioll vysrazet acetonem za vzniku pevné ruzové latky
GSH + HNO; — GSNO + H0.

GSNO lze také syntetizovat za pouziti jinych nitrosacnich ¢inidel jako jsou napftiklad
nitrosonium tetrafluorborat, nitrosonium chlorid, oxid dusity a oxid dusicity
(Broniowska et al., 2013). GSNO je povazovan za nejznaméjsi nizkomolekularni
S-nitrosothiol, pfestavujici stabilni intracelularni skladovaci a transportni formu NO
Vv celé bunice, ktery mize NO za urcitych podminek opét uvolnovat (Durner a Klessig,
1999). Dalsimi nizkomolekularnimi S-nitrosothioly jsou naptiklad S-nitrosocystein
(CySNO) a S-nitrosocysteinylglycin (CG-SNO).

I
HOOCW\NH NH__COOH
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jako donor NO a také jejich moznost zapojit se do bioregulacnich procest jako je tranfer
NO (Singh et al., 1996).

Metodou  kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii
(LC-ES/MS) bylo u rostliny Arabidopsis thaliana zjisténo, ze ma snizenou hladinu
GSNO pfi nitro-oxida¢nim stresu zpisobeném toxickou koncentraci arsenu a zaroven
zvySenou aktivitu enzymu GSNOR (Leterrier et al., 2012). Imunohistochemicka
analyza pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM) hypokotylu
ze slunecnice (Helianthus annuus L.) vystavené abiotickému stresu (mechanické
zranéni a vysoké teploty) prokdzala zvySenou akumulaci GSNO ve vSech bunkach
hypokotylu, se soucasnym snizenim GSNOR aktivity (Chaki et al., 2011a, b). Z toho
vyplyva, ze hladina GSNOR se méni pii abiotickém stresu rostliny. Podobny trend byl
U sluneCnice zaznamenan u biotického stresu zplsobeného houbou Plasmopara

halstedii (Chaki et al., 2009b).
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2.2.2.1 Reaktivita GSNO

GSNO metabolismus a jeho interakce v bufice zahrnuji reakce S-nitrosylace,
S-transnitrosace a S-glutathionylace (Hogg, 2002). Dobie studovany mechanismus
rozkladu GSNO zahrnuje jeho reakci s jinymi thioly, kterym mize darovat nitroso
funkéni skupinu pii S-transnitrosaci, coz jsou obecné vratné reakce thiola
s S-nitrosothioly (Hogg, 1999).

Enzymy schopné redukovat GSNO jsou S-nitrosoglutathionreduktasa, o které bude
pojednano v kapitole 2.4, a karbonylreduktasa 1 (CBR1), ktera redukuje nitroso skupinu
GSNO misto karbonylové skupiny, jak naznacuje jeji nazev. Michaelisova konstanta
(Km) substratu GSNO pro lidskou karbonylreduktasul je 30 uM a pro lidskou
S-nitrosoglutathionreduktasu je 27 uM, reak¢ni stechiometrie téchto enzymu jsou stejné
a také produkty katalyzovanych reakci téchto enzymi jsou stejné a to glutathiondisulfid
a hydroxylamin (Bateman et al., 2008).

Thioredoxin (Trx) hraje hlavni roli v redukci nizkomolekularnich S-nitrosothiold,
véetné GSNO, i S-nitrosylovanych proteind, kde se ucastni denitrosace i transnitrosace.
Pti denitrosacnich reakcich reaguje redukovany Trx pifimo s GSNO. Prostfednictvim
transnitrosace se nitroso- skupina S-nitrosothioll navaze do aktivniho mista Trx,
obsahujici Cys32 a nizké pK, (Sengupta et al., 2007).

Extracelularni enzym vy-glutamyltranspeptidasa (GGT) se podili na katabolismu
adukti glutathionu. Z GSNO se hydrolyzou odstépi vy-glutamyl za vzniku
S-nitrosocysteinylglycinu. Ky, pro substrat GSNO u lidského enzymu GGT je 28 uM
(Hogg et al., 1997).

2.3Posttransla¢ni modifikace proteini reaktivnimi formami dusiku

Hlavnimi  Ciniteli  posttranslacnich  modifikaci (PTM) proteint  vedoucich
K nitrosativnimu stresu je reaktivni molekula NO a dalsi RNS. Dochazi poté k navazani
NO do kovovych center v proteinu, nitrosylaci cysteinovych thiold, nitraci tyrosinu
na 3-nitrotyrosin a oxidaci thioli (cysteinu i methioninu) a tyrosinu. Aby PTM proteint
byla fyziologicky relevantni, musi spliovat uréitd kritéria. Modifikace musi byt
specificka, reverzibilni, fizend enzymem za fyziologického casového méfitka a jejim
cilem by méla byt aktivace ¢i inhibice (Gow et al., 2004). PTM proteind u¢inkem RNS
ma vyznamné postaveni v signdlnich drahach a ukazuje se jako vyznamny marker

nitrosativniho stresu.
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2.3.1 Nitrace proteini

Jako PTM proteinti nitraci se rozumi tvorba kovalentni vazby nitro skupiny (-NOy)
na vedlejs$i skupiny aminokyselin tyrosinu (Tyr), tryptofanu (Trp) nebo fenylalaninu
(Phe) v proteinech. Nejvyznamngj$im nitracnim ¢inidlem je peroxydusitanovy aniont
ONOOQO'". V posledni dobé je vénovana velkd pozornost posttranslacni modifikaci
proteinti pomoci nitrace v misté aminokyseliny tyrosinu (NO,-Tyr) reaktivnimi formami
dusiku, coz je spojeno s nitro-oxida¢nim poskozenim v rostlinnych burnkach, ale je také
znama bazalni endogenni nitrace, ktera ma regula¢ni funkci (Corpas et al., 2013).
Nitrace tyrosinu je konkrétné adice nitro skupiny do jednoho ze dvou atomu uhliku
vortho poloze na aromatickém jadru tyrosinu. Nitrace tyrosinu je Kkatalyzovana
piedevsim metaloproteiny (Gow et al., 2004). Metaloproteiny Mn-superoxiddismutasy
(MacMillan-Crow et al., 1996) a prostacyklinsynthasy (Schmidt et al., 2003) mohou
katalyzovat vlastni nitraci z peroxodusitanu. Dusledkem nitrace proteinti na tyrosinu je
ve veétsiné piipadu snizeni aktivity tohoto proteinu (Corpas et al., 2013).

Tvorba nitrovaného tyrosinu v proteinech se bézné pouziva jako marker
patologickych chorobnych procesi a oxida¢niho stresu (Ischiropoulos, 1998).

V hypokotylu slune¢nice (Helianthus annuus L.) byl obsah NO,-Tyr a identifikace
nitrovanych proteinii studovdn pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
spojené S tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) a dal§imi proteomickymi
piistupy. Kromé toho byly lokalizovany buniky s NO,-Tyr proteiny pomoci CLSM
s pouzitim protilatek proti 3-nitrotyrosinu. LC-MS/MS ukézala pomér mezi NO,-Tyr
a Tyr 33,9 pmol.mol™. Proteomickymi pfistupy bylo detekovano 21 imunoreaktivnich
skvrn. Tyto skvrny byly analyzovany MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.
Mezi identifikovanymi proteiny byly napiiklad chaperon HSP68, acetyl-CoA
karboxylasa, ferredoxin-nitratreduktasa a také GSNOR. Lokalizace bun¢k s NO,-Tyr

byla pozorovana v cévnich svazcich a v buiikach epidermis (Chaki et al., 2009a).

2.3.2 S-Nitrosylace proteini

Modifikace thiolovych skupin (-SH) cysteind v proteinech, ptipadné peptidech, oxidem
dusnatym se nazyva S-nitrosylace a vznikaji S-nitrosylované nizkomolekularni latky
nebo proteiny (Gow et al., 2004). Tyto S-nitrosylované proteiny (-SNO) poté slouzi
jako zasobni a transportni formy NO in vivo. NejrozsifenéjSim a nejznamnéj$im

S-nitrosothiolem je tripeptid S-nitrosoglutathion.
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Existuji tfi cesty, kterymi vznikaji -SNO. A to prostiednictvim autooxidace NO
na N,Os, pfimou reakci s NO a naslednou abstrakei elektronti nebo katalyzou
na kovovych centrech (Gow et al., 2004).

U Arabidopsis thaliana jsou hladiny S-nitrosylace regulovany enzymem GSNOR.
Ztrata aktivity AtGSNOR1 zvySuje hladinu S-nitrosothiolti, coz zptisobuje deaktivaci
obrannych mechanismut rostliny, krom¢ toho je také bazalni a nehostitelska odolnost
vu¢i nemocem ohrozena. Naopak zvysend aktivita AtGSNORI1 snizuje tvorbu -SNO
atim padem je posilena ochrana rostliny proti bézné virulentnim mikrobialnim
patogenim (Feechan et al., 2005).

Vryzi (Oryza sativa L.) bylo metodou biotin-switch a naslednou LC-MS/MS
identifikovano 73 S-nitrosylovanych proteint. Tyto proteiny jsou zapojeny do celé fady
bunéénych procest jako napiiklad zpracovani genetické informace, celkovy

metabolismus, adaptace na zivotni prostfedi a redoxni homeostaza (Lin et al., 2012).

2.4S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR)

2.4.1 Reaktivita GSNOR

Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) patii do rodiny zinek-dependentnich
alkoholdehydrogenas tidy II1 (ADH3, EC 1.1.1.1), které maji vyssi afinitu k alkoholim
sdelsim fetézcem a S-nitrosothiolim. Tento enzym byl dfive nazyvan
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (FALDH, EC 1.2.1.46) (Koivusalo
a Uotila, 1989).

Enzym ma i dalsi nazev, a to S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa
(EC 1.1.1.284), jelikoz katalyzuje NAD"-dependentni oxidaci
S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH), coz je spontanné¢ vytvoieny produkt
glutathionu a formaldehydu (Obr. 7). Kinetické studie dokazuji, ze fyziologicky
nejvyznamnéj$i reakci GSNOR u vétSiny organismll je NADH-dependentni redukce
S-nitrosoglutathionu za tvorby rlznych produkti v zavislosti na bunécnych
podminkach, vcetné glutathiondisulfidu, glutathionsulfinamidu, hydroxylaminu
aamoniaku (Obr. 8). Pti vyssi koncentraci formaldehydu nez glutathionu mize
neenzymova reakce prob&hnout in vitro, ale prevlada in vivo reakce, jelikoz u lidi jsou
koncentrace glutathionu az padesatkrat vyssi nez formaldehydu. Katalyticka redukce
GSNO je ireverzibilni (Hedberg et al., 2003). GSNOR je schopen dale katalyzovat
NAD"-dependentni oxidaci oktanolu (citlivé na inhibici 4-methylpyrazolem) a také
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zpétnou reakci NADH/NADPH-dependentni redukci oktanalu. Katalytickd aktivita
pro alkoholy a aldehydy s kratkym fetézcem, jako je methanol, ethanol, butan-1-ol,
acetaldehyd a butanal, je minimalni (Jensen et al., 1998). Pro oxidaci HMGSH
a kyseliny 12-hydroxydodekanové (12-HDDA) s NAD" u hGSNOR (lidska GSNOR) je
nahodny bi-bi kineticky mechanismus (Sanghani et al., 2000).

Mechanismus interakce HMGSH s hGSNOR je nasledovny: HMGSH se vaze
do aniont-vazajici kapsy skrz karboxylovou skupinu glycinu pfimo na aminokyselinovy
zbytek Argl14 a nepfimo ptfes molekulu vody na Glul11. a-amino skupina y-glutamatu
HMGSH tvoii vodikové vazby s Asp55 a Glu57. HMGSH také tvoii nékolik
hydrofobnich interakci s nepolarnimi zbytky v aktivnim misté. Hydroxylova skupina
HMGSH koordinuje aktivni misto zinku spolu s Cys44, His66, a Cys173. Mechanismy
navazani NAD'/NADH do tfislozkového komplexu enzymu jsou téméi identické
(Crotty, 2009; Green et al., 2012).
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Obr. 7 Dehydrogenasova reakce katalyzovana GSNOR (pfevzato z Kubienova et al., 2013).
S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH) spontanné vznika adici formaldehydu na -SH
skupinu glutathionu (GSH). Nasleduje enzymatickd dehydrogenace HMGSH
na S-formylglutathion za piitomnosti koenzymu NAD" (Sanghani et al., 2000).

NH,OH
NADH NAD*
GSNO / GSNHOH
NH3

NH2

O//
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Obr. 8 Reduktasova reakce katalyzovana GSNOR (pfevzato z Kubienova et al., 2013).
S-nitrosoglutathion (GSNO) se enzymaticky redukuje za pfitomnosti koenzymu NADH
na nestabilni meziprodukt N-hydroxysulfinamid (GSNHOH), ktery dale mize reagovat
s glutathionem (GSH) za vzniku glutathiondisulfidu (GSSG) a hydroxylaminu (NH,OH)
nebo spontanné izomeruje na glutathionsulfinamid (GSONH,). Pfi kyselém pH mutze
probihat hydrolyza GSONH, na kyselinu glutathionsulfinovou (GSOOH) a odstépeni
amoniaku. Finalni produkt je zavisly na koncentraci GSH (Jensen et al., 1998;
Hedberg et al., 2003).
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2.4.2 Kinetické parametry GSNOR z riznych organismu

Enzym GSNOR se tadi do tfidy oxidoreduktas a pro své reakce vyuziva lépe jako
koenzymy oxidovany NAD" a redukovany NADH nez koenzymy NADP'/NADPH
(Fernandez et al., 2003). Diky tomuto faktu je pii méfeni aktivity enzymu vyuzivano
Warburgova optického testu a aktivity jsou méfeny spektrofotometricky pti 340 nm
(e340= 6,22 mM™.cm™).

Jak jiz bylo vySe uvedeno, nejvyznamnéjSimi substraty pro enzym GSNOR jsou
S-nitrosoglutathion  a S-(hydroxymethyl)glutathion, u kterych budou nasledné
porovnany jejich kinetické parametry. GSNOR dokaze redukovat kromé¢ GSNO 1 dalsi
S-nitrosothioly a to S-nitroso-N-acetylcystein a S-nitrosocystein.  Z poznatku,
7ze GSNOR spada do skupiny alkoholdehydrogenas tridy III, vyplyva, ze muze také
katalyzovat oxidaci alkoholl, napt. cinnamylalkoholu, farnesolu, geraniolu

a o-hydroxymastnych kyselin (Kubienova et al., 2013; Ticha, 2013).

Tab. 2 Porovnani kinetickych parametrai GSNOR z Antrodia camphorata (AcGSNOR, Huang
etal.,, 2009), Arabidopsis thaliana (AtGSNOR, Crotty, 2009), Brassica oleracea
(BoGSNOR, Ticha, 2013), Homo sapiens (h\GSNOR, Fernandez et al., 2003), Lactuca
sativa (LSGSNOR, Ticha, 2013), Saccharomyces cerevisiae (SCGSNOR, Fernandez
et al., 2003) a Solanum lycopersicum (SIGSNOR, Kubienova et al., 2013).

Enzym GSNO NADH HMGSH NAD?*
Ko (BM) Ko (M) K (M) Ky (M)
ACGSNOR 280 210 1200 1310
AtGSNOR 26 17 - 40
BoGSNOR 53 54 66 68
hGSNOR 27,0 30,0 1,4 7,0
LsGSNOR 45 64 66 61
ScGSNOR 150 130 20 45
SIGSNOR 57 58 58 40

Ztab. 2 je jasné, ze lidska GSNOR viditelné, dokonce v fadech desitek uM, ma
nejlepsi schopnost katalyzovat oxidacit HMGSH a i1 redukce GSNO je téméf dvakrat
silngj8i nez u GSNOR zjinych organismd. Dokonce ve studii Crottyho katalyzuje
hGSNOR substrat GSNO jesté 1épe (K = 4,6 uM; pro NADH je Ky, = 1,7 uM) (Crotty,
2009).

Naopak nejhorsi kinetické parametry vykazuje enzym GSNOR z houby outkovky
kafrové (Antrodia camphorata). U tohoto enzymu je az Ctyfikrat horSi schopnost
oxidovat HMGSH neZ redukovat GSNO.
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Pokud bychom zavérem porovnali Michaelisovu konstantu (Ky,) zminénych enzymi
GSNOR z lidskych jater a outkovky kafrové, ma hGSNOR pro substrat GSNO desetkrat
a pro substrat HMGSH dokonce az sto ¢tyficetkrat vyssi afinitu nez kK ACGSNOR.

2.4.3 Inhibitory GSNOR

Ve struktuie GSNOR se nachdzi tzv. aniont-vazajici kapsa, kterd podle hypotézy
Sriznymi zménami kompozic vede k redukci afinity enzymu k o-hydroxymastnym
kyselinam (Kubienova et al., 2013). Aniont-vazajici kapsa je schopna vazat inhibitory
enzymovych reakci GSNOR napt. dodekanovou kyselinu, kterd byla dfive povazovana
za nejsilngjsi inhibitor pro hGSNOR (Sanghani et al., 2002). Nicméné byl objeven
mnohem uc€inngjsi, od pyrolu odvozeny, inhibitor s nazvem N6022 (strukturni vzorec
na Obr. 9a) (Sun et al., 2011), ktery z lidskych ADH enzymu reverzibiln¢ inhibuje
nejlépe prave tiidu enzymt ADH I1l. N6022 interaguje svym propionovym postrannim
fetézcem s aminokyselinami GInl11l, Argll4 a Lys283 u hGSNOR, tvofici
aniont-vazajici kapsu. Dodate¢na stabilizace je zajisténa tvorbou vodikové vazby
pies molekulu vody mezi benzamidem N6022 aGInll7. Pyrrol a priléhajici
uhlovodikové fetézce N6022 tvoii vodikové mustky s Tyr92, 11e93, Met140, Val293,
Ala317, a Val308/Thr309. A nakonec dusik imidazolu N6022 je soucasti koordinace
katalytického zinku do tetraedralniho uspotadani spolu s Cys44, His66 a Cys173, tento
imidazol je také stabilizovany pomoci n-m interakce S nikotinamidovym kruhem NAD"
(Green et al., 2012). Fakt, ze N6022 je velmi ucinny a zatim nejsiln€jsi inhibitor,
potvrzuje ¢lanek Kubienové et al. (2013), kde SIGSNOR inhibuje uz pii koncentraci
10" M. Mechanismus inhibice N6022 je nekompetitivni k GSNO a hodnota K; u lidské
GSNOR ¢ini 2,5 + 0,2 nM, se substratem HMGSH kompetuje a K;je 3,1 = 0,5 nM
(Green et al., 2012).

Mezi dalsi inhibitory pro enzym GSNOR patii obecné mastné kyseliny, napiiklad
kyselina kaprylova, kaprinova a laurova, glutathion a S-methylglutathion. Chelata¢ni
¢inidla typu EDTA maji také schopnost zcela inaktivovat GSNOR v milimolarnim
rozsahu. Reduk¢ni ¢inidla, jako jsou B-merkaptoethanol, dithiothreitol nebo kyselina
askorbova, inhibuji  reduktasovou i dehydrogenasovou aktivitu GSNOR
a uz pii koncentraci 1 mM snizuji aktivitu enzymu o 30 % (Kubienova et al., 2013).

Merkaptoimidazoldisulfid (MID; Obr. 9b) je dalsi sloucenina, ktera plné deaktivuje
enzym GSNOR. Kokrystalova struktura MID-NADH-AtGSNOR znazornuje, ze MID

se do struktury nevaze, ale cysteiny 370 a 373 se vzajemné oxiduji za tvorby
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disulfidového mustku, avsak tato tvorba disulfidovych mistkll neni diisledkem inhibice,
jelikoz byly méteny inhibi¢ni parametry pro wild-type i pro enzym s dvojitou mutaci
C370A a C373A, kde byly cysteiny nahrazeny alaniny. Kinetické parametry po oSetfeni
riznymi koncentracemi MID ukazuji, Ze mutant a wild-type jsou stejné citlivé
K inhibici, coz znamena, ze existuje jest¢ jiny mechanismus krom¢ oxidace téchto

cysteind, kterym MID inhibuje AtGSNOR (Crotty, 2009).

(b)
7 N NN
/ \
N N
HNT o H S —3 H

Obr. 9 Strukturni vzorce slou¢enin inhibujicich aktivitu enzymu GSNOR. (a) Struktura N6022,
jeji  systematicky nazev je  3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-
methylfenyl)-1H-pyrrol-2-yl) propionova kyselina. (b) Struktura MID, cely nazev je
merkaptoimidazoldisulfid.

2.4.4 Struktura GSNOR

Gen kodujici GSNOR z rajéete (Solanum lycopersicum cv. Amateur) (1140 bp,
GenBank GU296438) koduje protein  SIGSNOR s379 aminokyselinami,
kde molekulova hmotnost jedné podjednotky ¢ini 42,5 kDa. SIGSNOR vykazuje 90%
sekven¢ni identitu S rostlinnymi enzymy GSNOR z Arabidopsis thaliana (Obr. 10)
a kukufice seté (Zea mays). S lidskou GSNOR vykazuje 67% identitu a nejnizsi identitu
ma se Saccharomyces cerevisiae, a to 61% (Kubienova et al., 2013). AtGSNOR je o pét
aminokyselin del$i na kazdé podjednotce neZ hGSNOR. Dvé z téchto aminokyselin jsou
v blizkosti N-konce proteinu a dal$i dva jsou na C-konci. Pata aminokyselina navic je
Asp127 a nachazi se v pruzné smycce, ktera je o néco veétsi a zasahuje ponc¢kud dale
v roztoku v rostlinném proteinu nez v lidském (Crotty, 2009).

GSNOR je homodimerni enzym, obsahujici a-helixy i B-skladané listy. Jednotlivé
42 kDa monomery jsou propojeny B-listy, které se tahnou ptes cely protein (Crotty,
2009) a jsou slozeny z vétsi katalytické domény, obsahujici dva zine¢naté ionty, a mensi
koenzym-vazajici domény. Enzym celkem obsahuje Ctyfi tetraedrické atomy zinku, dva
katalytické a dva strukturni (Sanghani et al., 2000 a 2002). Katalyticky zinek
u SIGSNOR koordinuje s Cys47, Cysl77, His69 a Glu70 (Kubienova et al., 2013).
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Katalyticky zinek v binarnim komplexu z hGSNOR s NADH je koordinovan s Cys45,
Cys174, His67 a Glu68 (Crotty, 2009).

Obr. 10 Krystalové struktury enzymu GSNOR z dvou rtiznych rostlinnych organismi. Tyto
struktury vykazuji 90% sekvenéni identitu aminokyselin (Kubienova et al., 2013).
(a) Prvni krystalova struktura rostlinné GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur
v komplexu s koenzymem NAD® (vyznagen barevng) v rozliSeni 1,9 Angstrémii (A).
Cerné ¢&asti znali katalytické domény a hnddé koenzym vazajici &asti (pievzato
z Kubienova et al., 2013). (b) Struktura GSNOR z Arabidopsis thaliana v komplexu
s koenzymem NADH (vyznacen Zluté) v rozliseni 1,4 A. Podjednotky jsou rozlideny
¢ervenou a modrou barvou (pfevzato z Crotty, 2009). Zelené koule v obou strukturach
zna¢i molekuly zinku.

GSNOR je pomérné bohata na cysteinova residua, v proteinu z A. thaliana je molarni
procento cysteinu 3,84%. Podle UniProtKB databaze (2013) je molarni procento
cysteint v proteinech 1,37% (http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html; Xu et al.,

2013). Funkce cysteind zahrnuji koordinaci kovovych iontl, kovalentni katalyzu,
extracelularni ptilnavost a redoxni procesy (Wang et al, 2012). Bylo zjisténo, ze vétsina
cysteinli z AtGSNOR nekoordinujici zinek jsou nedostupné pro rozpoustédlo (Crotty,
2009), coz urcuje jejich primarni strukturni funkci. AvSak tfi cysteiny jsou pro
rozpoustédlo piistupné a slouzi jako posttranslaéni regulacni mista, R-SH skupiny
mohou byt modifikovany S-nitrosaci, glutathionylaci, anebo mohou byt reverzné

oxidovany za tvorby disulfidovych mustka (Xu et al., 2013).
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2.45 Funkce GSNOR

S-nitrosoglutathionreduktasa je schopna katalyzovat NADH-dependentni redukci
GSNO na GSSH a NHjs, kterou lze povazovat za denitrosylaci. Proto tato aktivita mtze
ovladat intracelularni hladiny GSNO, coz je mobilni nadrz NO a tim padem muze
GSNOR ovlivitovat u¢inky NO v bunikkdch a chranit organismus pied nitrosaénim
stresem. Enzym mlze meénit transnitrosa¢ni rovnovadhu mezi GSNO
a S-nitrosylovanymi proteiny a v disledku toho se podili na homeostaze NO. Tato
redukce GSNO ma také vliv na rovnovahu glutathionu a NADH, GSNOR se tedy
nepiimo podili na redoxnich stavech v bunikach (Leterrier et al., 2011).

Z vyzkumu v poslednich letech vyplyva a ukazuje se, ze GSNOR ma vyznamnou
ulohu nejen za fyziologickych podminek, ale i v mechanismech rostlinné odpovédi
na abiotické i biotické stresové faktory. Exprese proteinu GSNOR ma vliv na délku
kotene v A. thaliana. Zkraceni délky kotfene je zptisobeno vyssi i nizsi expresi GSNOR
(Espunya et al., 2006). Zvysena exprese GSNOR genu u rajéete v prib&hu vyvoje
a zrani plodu ukazuje na dulezitost tohoto enzymu pro vyvoj kvéti a formovani plodt
(Kubienova et al., 2013). Studie Lee et al., 2008 ukazala, ze GSNOR je zapojena
vV mechanismu termotolerance rostlin a jeji aktivita je nezbytnéd pro aklimatizaci rostlin
na vysoké teploty.

GSNOR miize chranit DNA pied poskozenim zptisobenym RNS (Tamir et al., 1996)
a pred toxicitou endogenniho formaldehydu, ktery reaguje s aminoskupinou DNA
(Feldman, 1973; Iborra et al., 1992). Manipulace s intracelularni hladinou GSNOR ma
vyznam pro resistenci vuéi patogenum U A. thaliana. Snizeni bunééné hladiny
AtGSNOR zvysuje bazalni odolnost proti biotrofnimu patogenu Peronospora parasitica
Noco2 z tfidy oomycet (Pp), ale naopak nadmérna exprese AtGSNOR nema zadny vliv
na odolnost rostliny (Rustérucci et al., 2007).

2.4.6 Lokalizace GSNOR

S-nitrosoglutathionreduktasova aktivita se vyskytuje ve vSech rostlinnych organech
(Rusterucci et al., 2007). Pomoci western blotu byl protein AtGSNOR lokalizovan
V cytosolu a jadru celé rostliny. V téchto dvou komponentech buitkky se GSNOR
vyskytuje i v zivoc¢isnych a mikrobialnich bunikach. GSNOR doposud nebyl detekovan
v mitochondriich Zivo¢isnych bunék. AtGSNOR je lokalizovana v cytosolu a v jadrech
bunék celé rostliny. GSNOR postrada jaderny lokaliza¢ni signal pro priichod jadernym

porem, proto je z bunek transportovana S jinymi proteiny. Lokalizace tohoto proteinu
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Vv rostliné byla prozkoumana dvéma technikami: (1) histochemickym testem FALDH
aktivity v semenacku A. thaliana po exogennim pfidani glutathionu a formaldehydu
a (2) imunolokalizaci proteinu v pletivech s pouzitim anti-FALDH protilatky (Espunya
et al.,, 2006). V tomto ¢lanku je ukazano, Zze AtGSNOR je odlisné exprimovana
V riznych organech rostliny, a to svyssi hladinou v listech a kofenech v prvni fazi
vyvoje. V listu se protein nachazi v parenchymatickych pleticech kromé vrstvy bunék
pod stiednim valcem. Sporni i svrchni epidermis GSNOR neobsahuji. V hlavni Zilnatiné
listu je protein lokalizovan v doprovodnych buiikach floému a parenchymu xylému.
V kofeni se enzym nachédzi hlavné v stfednim valci, predevsim v doprovodnych
bunkach lyka.

Exprese GSNOR genu v riznych organech rajéete (Solanum lycopersicum) byla
stanovena real-time polymerasovou fetézovou reakci (real-time PCR). GSNOR je vice
exprimovand v déloznim listku 10-ti denniho semenacku nez v koteni. V pozdé&jSim
stadiu, tedy u 30-ti dennich rostlin, je exprese vyrazn¢ vyssi u stonku a kofene v
porovnani s listy a apikalni ¢asti rostliny. Tato data velmi dobte koreluji s enzymovou
aktivitou GSNOR méfenou spektrofotometricky u stejné starych rostlin. Vysoka genova
exprese GSNOR byla zjisténa u tycinek a pestikll, a poté u vsech c¢asti jak zeleného,
tak ¢erveného plodu (Obr. 11) (Kubienova et al., 2013).
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Obr. 11 GSNOR exprese a aktivita v riznych organech béhem vyvoje rajcete S. lycopersicum
cv. Amateur (upraveno podle Kubienova et al., 2013). (a) Exprese GSNOR genu metodou
real-time PCR v 10, 30 a 90 dnd starych rostlinach. (b) GSNOR aktivita byla stanovena
spektrofotometricky pii 340 nm se substratem GSNO v kofeni, stonku a listu Sesti tydenni
rostliny. U obou grafii jsou naznaeny chybové useCky se smérodatnou odchylkou.
Mgéfeni bylo provedeno ve tiech opakovanich a s tfemi biologickymi vzorky.

2.5GSNOR vV reakci na bioticky stres rostlin (patogenezi)

Povaha GSNOR substrati znaci, Ze tento enzym muze hrat daleZitou roli v bunécné
ochrané¢ proti riznym typum stresu. GSNOR je podstatny pii odolnosti rostlin
proti bakterialnim ¢i houbovym patogenim. Bioticky stres v rostlinach aktivuje
oxidativni vzplanuti za vzniku O,  a H,O, doprovazené zvysSenim hladiny kyseliny
salicylové a poruchami cytosolického Ca™, ktery spousti obranné mechanismy (Lamb
a Dixon, 1997). Jak jiz bylo uvedeno, GSNOR muze regulovat buné¢nou tGrovenn SNO
a nasledn¢ hladinu GSNO (Feechan et al., 2005). U transgenni rostliny Arabidopsis
s niz8§i hladinou GSNOR byla pozorovana vyssi odolnost proti patogenu Peronospora
parasitica (plisen tabakova), coz ziejmé souvisi s vy$si hladinou vnitrobunéénych SNO,

a také zlepSuje bazalni odolnost rostliny A. thaliana proti oomycetam (Pp) (Rustérucci
25



et al., 2007). Ve slunec¢nici (Helianthus annuus L.) je v disledku nizsi hladiny GSNOR
vy$si redistribuce GSNO po interakci s patogenni houbou Plasmopara halstedii. Autofi
naznacuji, ze tato redistribuce GSNO pfed a po interakci patogenu by mohla ptispét
k odolnosti v tomto kultivaru slune¢nice (Chaki et al., 2009b; Leterrier et al., 2011).
Detailn¢jsi pochopeni ulohy GSNOR v odpovédi rostliny na infekci patogenem
si vyzaduje dalsi studium (Leterrier etal., 2011). AvSak funkce GSNOR piimo

V patogenu nebyla zatim dikladné prozkouména.

2.5.1 GSNOR Vv houbovych patogenech

Heterologni produkce biologicky aktivnich proteinli se stala dtlezitym néstrojem
v zékladnim a aplikovaném vyzkumu. Enzym GSNOR je u methylotrofnich kvasinek
dulezity pro katabolismus methanolu jako zdroj uhliku a nékteré primarni aminy
naptiklad methylamin jako zdroj dusiku (Shen et al., 1998; Veenhuis et al., 1983). Gen
kodujici formaldehyddehydrogenasu (FId1p) hraje dilezitou roli pfi ochrané bun¢k pied
toxickym formaldehydem, ktery se hromadi pti nadbytku methanolu na médiu (Sibirny
et al., 1990). Fld1p se také podili na metabolismu formaldehydu vyrobeného z jinych
zdrojt, jako jsou primarni aminy, napfiklad methylaminu a cholinu, pouzitych jako
zdroj dusiku pro rust kvasinek (Zwart et al., 1983). Enzym ¢i gen GSNOR byl zatim
zkouman jen u kvasinek a hub Antrodia camphorata (Huang et al., 2009), Candida
boidinii (Lee atal.,, 2002), Candida maltosa (Sasnauskas etal., 1992),
Hansenula polymorpha (Baerends et al., 2002), Pichia pastoris (Shen et al., 1998)
a Saccharomyces cerevisiae (Wehner et al., 1993). Dale v textu bude blize popsana
GSNOR ze dvou vybranych organismi, atoz A. camphorata (Huang et al., 2009)
a C. boidinii (Lee at al., 2002).

2.5.1.1 GSNOR z Antrodia camphorata

V ¢lanku Huang et al. (2009) byl charakterizovan gen kodujici glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasu (GFD) z protirakovinné houby outkovky kafrové (Antrodia
camphorata). 378 aminokyselin dlouhy, bifunkéni enzym GFD, téZ znamy jako
GSNOR, hraje dulezitou roli v detoxifikaci formaldehydu a antioxidaci. A. camphorata
je cenna a léciva houba nalezend pouze v lesich Tchaj-wanu, ktera roste pod ktrou
skoficovniku Cinnamomum kanehirai. Plodnice A. camphoraty jsou pouzivany jako
dopln¢k zdravé vyzivy, pii intoxikaci léky a na 1é¢bu rakoviny jater. U této houby byla
poprvé prokdzana GSNOR aktivita u hub, nebot” GSNOR Vv houbach neni zatim detailné
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prozkoumana. Ac-GFD je odolna proti trypsinu a chymotrypsinu i piesto, Zze obsahuje
35 potencialnich mist pro Stépeni trypsinem a 24 vysoce specifickych mist pro §tépeni
chymotrypsinem (Huang et al., 2009). Ac-GFD vykazuje 63% sekvenéni identitu
s GFD zS. cerevisiae, 65% identitu s P. pastoris a 62% identitu s lidskou GFD.
Hodnoty Ky, pro GSNO a HMGSH jsou 0,28 mM a 1,2 mM.

2.5.1.2 GSNOR z Candida boidinii

Candida boidinii je methylotrofni kvasinka, ktera vyuziva methanol jako jediny zdroj
uhliku  béhem  ristu.  V¢élanku  Lee et al.  (2002) védci  zjistili,
ze formaldehyddehydrogenasa (FLD), fadici se taktéz do =zinek-obsahujici rodiny
alkoholdehydrogenas a obsahujici 380 aminokyselin, je nezbytna pro rist této kvasinky
na methanolu. Metabolismus methanolu zacind oxidaci methanolu alkoholoxidasou
(AOD; EC 1.1.3.13) (Veenhuis et al., 1983) umisténou v peroxisomech, z kterého
vznika toxicky formaldehyd (Sakai a Tani, 1992). Disimila¢ni drahou reaguje
neenzymaticky v peroxisomech  formaldehyd s glutathionem za  vzniku
S-(hydroxymetyl)glutathionu, ktery je exportovan do cytosolu (Horiguchi et al., 2001),
kde pisobi jako substrat pro FLD. Cb-FLD vykazuje 80%, 75%, 80% a 80% sekvenéni
identitu s FLD z P. pastoris (Shen et al., 1998), H. polymorpha (Baerends et al., 2002),

C. maltosa (Sashauskas et al., 1992) a S. cerevisiae (Wehner et al., 1993).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Acros Organics (USA): glutathion.

AppliChem (Némecko): guanidium-HCI; redukovany nikotinamidadenindinukleotid
(NADH); susené nizkotu¢né mléko.

Axon Medchem (Holandsko): N6022.

Bio-Rad (USA): bromfenolova modi; Coomassie Brilliant Blue R-250; proteinovy
marker molekulové hmotnosti; tetramethylethylenediamine (TEMED).

Euro$arm (Ceska republika): persteril.

Lachema (Ceska republika): ethanol (96%); formaldehyd; hydroxid sodny; chlorid
hofe¢naty; kyselina chlorovodikova; kyselina octova; methanol.

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny.

Merck (Némecko): Ponceau S.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan.

Roth (Némecko): Luria/Bertani (LB) broth.

Santa Cruz Biotechnology (USA): luminol.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid; B-merkaptoethanol; dodecylsulfat sodny;
dimethylsulfoxid (DMSO); farnesol; geraniol; glycerol; 12-hydroxydodekanova
kyselina;  isopropyl-pB-D-1-thiogalaktopyranosid  (IPTG); lysozym; mocovina;
N, N'-methylenbisakrylamid;  oxidovany  nikotinamidadenindinukleotid ~(NAD™);
nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem (NBT-BCIP);
persiran amonny; fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); sekundarni anti-krali¢i protilatka
(imunizace kozy) IgG znacena alkalickou fosfatasou; streptomycin; Tween-20.

Thermo Scientific (USA): B-PER; HisProbe-HRP kit.

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

3.2Pouzité pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko); centrifuga 6K15 (Sigma, Némecko);
centrifuga chlazena (Eppendorf, Némecko); deska Take3 (BioTek Instruments, USA);
digitalni predvazky (KERN, Némecko); elektroforetické komurky (Bio-Rad, USA);
dokumentaéni systtm GEL-Doc EZ image (Bio-Rad, USA); elektromagneticka
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michacka (IKA, Némecko); inkubator (Major science, CA, USA); inkubator Q-Cell
(Verkon, CR); kolonky HisPur™ Cobalt Spin (Thermo Scientific, USA); kyvety
(Brand, Némecko); lamindrni box (Schoeller, CR); lazeti chlazena (Techne, UK);
magneticka michacka (IKA, Némecko); mikrodestickovy spektrofotometr Reader
Synergy HT (BioTek Instruments, USA); nitrocelulosova membrana (Millipore, MA,
USA); pH metr (Hanna Instruments, CR); spektrofotometr UV-VIS (Agilent
technologies, USA); spektrofotometr Lightwave II (WPA, UK); termocyklér
gradientovy (Bio-Rad, USA); termostat (Grant, UK); tlakovy homogenizator ,,One Shot
Model“ (Constant Systems Ltd., UK); trans blot turbo (Bio-Rad, USA); trepacka
orbitalni (BioSan, USA), tiepacka VXR basic (IKA, Némecko); vodni lazen (Grant,
UK); vortex (BioSan, USA); vyrobnik ledové tfist€¢ (Scotsman, UK); zdroj pro
elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA).

3.3Biologicky material

K izolaci celkové RNA pro piipravu PIGSNOR ORF (GenBank XM_002998982) byl
pouzit kmen Phytophthora infestans poskytnuty doc. RNDr. Michaelou Sedlafovou,
Ph.D. z Katedry botaniky, UPOL.

Bakterialni kultura kompetentnich bunék T7 express E. coli byla transformovana
vektorem pCDFDuet-1 (3781 bp, Novagen, USA) s vlozenou sekvenci PiIGSNOR,
kodujici gen GSNOR z Phytophthora infestans (1161 bp, GenBank XM_002998982).
Transformované buiiky E. coli pfipravila a poskytla pro nasledujici praci vedouci

bakalarské prace Mgr. Lucie Kubienova.

3.4 Metody

3.4.1 Produkce rekombinantniho proteinu PIGSNOR v Escherichia coli

Bylo pfipraveno sterilni Luria/Bertani (LB) medium tak, ze 20 g LB media bylo
smichano s vodou a ve vaélci doplnéno na 1 1, ktery byl rozdélen do lahvi na tii stejné
¢asti a autoklavovan pii 121°C 15 minut bez suSeni.

Bylo nutné pracovat sterilné ve flow boxu a pouzivat pouze sterilni Spicky,
eppendorfky a lahve. Do 100 ml sterilni Erlenmayerovy barky bylo nalito 20 ml LB
media (20 g.I'"), pfidan 1 ml 20% glukosy; findlni koncentrace 1% (w/v) a 50 pl
prefiltrovaného antibiotika streptomycinu pifes 0,22 pm filtr; findlni koncentrace

50 ug.ml'l. Prekultura byla ockovana 5 pl suspenze transformovanych bakterii T7
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express Escherichia coli ze zasobni eppendorfky (pfipraveno $kolitelem) v mrazicim
boxu. Inkubace probéhla ptes noc pti 37°C za mirného trepani (200 rpm).

Do Erlenmayerovy baiiky o objemu 500 ml s 200 ml LB media bylo nasledujici den
pfidano 500 pl streptomycinu; finalni koncentrace 50 pg.ml™. Prekultura se nechala
zcentrifugovat ve specialnich centrifugacnich falkonkach pii 4 000X g 5 minut pti 20°C.
Supernatant byl vylit a pelet E. coli byl resuspendovan v 10 ml pfipraveného LB media
a poté ptidan ke zbylym 190 ml LB media s antibiotikem. Kultura byla inkubovana
pii laboratorni teploté na tifepacce (200 rpm), dokud nebyla opticka densita ODgoo,
alesponl 0,5 — 0,6. Jako blank bylo pouzito ¢ist¢ LB medium. Kdyz ODggo dosahlo této
hodnoty, byl odebran 1 ml kultury pied indukci do Cisté eppendorfky na SDS-PAGE.
Tento 1ml kultury se po centrifugaci pfi 4000xg 5 minut 20°C zamrazil.
Do Erlenmayerovy banky s 200ml kultury bylo pfidino 200ul 0,5M
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG; finalni koncentrace 0,5 mM) pro indukci
GSNOR exprese. Banka byla pfikryta propichnutym alobalem, aby bakterie mély
kyslik. Indukce exprese GSNOR probihala 24 hodin na tfepacce (200 rpm)
pii 20°C.

Dalsi den jiz nebylo nutné pracovat steriln€. Zmétilo se ODggg kultury, pii vétSim
ODgoo se kultura natedila tak, aby ODgyp meéla hodnotu stejnou jako ptivodni,
tj. 0,5-0,6. 1 ml takto nafedéného vzorku byl odebran do eppendorfky a centrifugovan
pti 4000x g 20 minut pfi 4°C. Supernatant byl odpipetovan a pelet zamrazen
pro naslednou SDS-PAGE. Cel4 200 ml kultura pak byla centrifugovana ve specidlnich
falkonkach pii 4 000x g 20 minut pii 4°C. Supernatant byl odlit a pelet rresuspendovan
ve 40 ml 0,9% NaCl a opét centrifugovan ve falkoné pii 4 000x g 10 minut pii 4°C.
Pelet (bakterialni sediment) ve falkoné¢ byl dale pouzit kextrakci a purifikaci

nebo se také da skladovat pii -20°C.

3.4.2 Optimalizace indukce PiIGSNOR pomoci IPTG

V 50 ml falkoné byl pfipraven sterilné roztok obsahujici 10 ml LB média, 500 pl 20 %
glukosy (finalni koncentrace 1% (w/v), 25 ul streptomycinu (finalni koncentrace
50 ug.ml™) a 2 ul suspenze transformovanych bakterii T7 express E. coli obsahujici gen
GSNOR. Bunky byly ponechany do druhého dne na ttepacce pii 37°C, poté byly
na 5 minut zcentrifugovany piti 20°C a 4000 rpm. Pelet byl rozsuspendovan v 5 ml LB
media a po 500 ul byl ptidan do 3 Erlenmeyerovych banék s roztokem o slozeni 20 ml

LB média, 1 ml 20 % glukosy (finalni koncentrace 1% (w/v) a 50 ul streptomycinu
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(finalni koncentrace 50 pg.ml™), které byly nasledn& inkubovany na tiepacce pii 37°C
dokud ODgqo bylo v rozmezi 0,5 — 0,6. Poté byly banky inkubovany zvlast’ pii riznych
teplotach (20°C, 25°C a 30°C). Po odebrani vzorkl bez indukce bylo do ban¢k ptidano
20 ul 0,5 M IPTG (finalni koncentrace 0,5 mM) a dale byly odebirany vzorky po 2, 4
a 24 hodinach, tyto vzorky bylo nutno nafedit LB mediem k dosazeni ODgy V rozmezi
0,5 — 0,6. Vzorky byly veppendorfce zcentrifugovany a vzniklé pelety byly
rozsuspendovany ve 25 ul 8 M mocovin€ a nésledné smichany s 25 pl vzorkovaciho
pufru. Vyhodnoceni optimalni teploty a doby indukce probéhlo pomoci SDS-PAGE

s 12% d¢licim gelem a 4% zaostfovacim gelem.

3.4.3 Extrakce a purifikace rekombinantni PiGSNOR

Pipraveny bakterialni pelet byl resuspendovan v 1,25 ml ddH,0, v 1,25 ml 400 mM
Tris-HCI pufru (pH 8; finalni koncentrace 50 mM), ve 250 ul 400 mM MgCl; (finalni
koncentrace 10 mM) a ve 250 pl fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF), ktery inhibuje
proteasy. Resuspendovany pelet byl vortexovan. Ke smési bylo ptidano 2,5 ml
komeréniho roztoku B-PER (Thermo Scientific, USA), vortexovano a ponechano stat
10 minut pfi laboratorni teploté. Lyze bunék byla provedena dvéma metodami, a to bud’
pomoci lysozymu nebo s pouzitim tlakového homogenizatoru ,,One Shot Model*
Utinnost lyze bunék lysozymem a homogenizatorem byly porovniny v purifikaéni
tabulce (Tab. 6). V pfipad¢ pouziti lysozymu bylo pfidano 400 ul Cerstvé ptipraveného
lysozymu (0,4 mg.ml™), vortexovano a ponechano stat pii laboratorni teplots 1 hodinu,
dokud smés zgelovatéla — lyze bakteridlnich bun€k. V ptipadé pouziti tlakového
homogenizatoru bylo postupovano dle instrukci k pfistroji. Nasledné po asi 60 min
od pridani lysozymu nebo pouziti tlakového homogenizatoru byly pfidany 4 ml vody
a opét vortexovano. Do smési bylo pfidano 20 ul RNAsy (10 pg.ml™) a 10 ul DNAsyl
(10 U.pl™), smés se promichala jenom péti otocenim falkony a nechala se inkubovat
30 minut ve 37°C vodni lazni. Bylo pfidano 1,2 ml 1 M NaCl (finalni koncentrace
100 mM), 1,3 ml 50% glycerolu (finalni koncentrace 5%). Byl odebran 0,1 ml lyzatu
do eppendorfky, ktery se nechal centrifugovat pii 10 000x g 10 minut pro naslednou
SDS-PAGE. Zcentrifugovany lyzat se rozdé€lil na supernatant (rozpustna frakce) a pelet
(nerozpustna frakce), ktery serozsuspendoval v 50 ul 4M mocoviny a uchoval
se pro SDS-PAGE. Zbytek smési (lyzat) se dal centrifugovat pii 12 000x g 30 minut
pii 4°C v Nalgene kyvetach. Byl odecten objem supernatantu obsahujici rekombinantni

PiGSNOR, zméfena zména absorbance za ¢as 60 sekund se substratem 4 mM GSNO
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a koenzymem 0,2 mM NADH pii 340 nm a také byla zméfena absorbance metodou
Bradfordové pii 595 nm pro zjisténi koncentrace celkovych proteind ve vzorku.
Hodnoty objemu, aktivity a koncentrace proteini byly pouzity pro vypocty
do purifika¢ni tabulky (Tab. 6). Supernatant byl pouzit pro naslednou purifikaci.

Rekombinantni protein nesouci 6xHis-tag na N-konci byl purifikovan metodou
chelatacni chromatografie (IMAC — Immobilized metal ion affinity chromatography)
pomoci kolonek HisPur™ Cobalt Spin (Thermo Scientific, USA) (Obr. 12).

Centrifugacni kolonky s 3 ml sorbentu (vazebnd kapacita > 30 mg/kolonka) byly
promyty tfikrat 5 ml ekvilibracnim pufrem (na 0,5 | pufru: 25 ml 0,4 M Tris-HCI
pH 8,0, finalni koncentrace 20 mM; 50 ml 1 M NaCl, finalni koncentrace 100 mM;
25ml 2M imidazol, finalni koncentrace 10 mM; 50 ml 50% glycerol, finalni
koncentrace 5% a 372,5 ml H,O). Po naneseni lyzatu se kolonky nechaly inkubovat
narotatoru 30 minut pfi 4°C. Naslednd eluce obsahuje balastni proteiny, které
se na kolonce nezachytily, protoze nemaji 6xHis-tag. Kolonky byly opét promyty tiikrat
5 ml ekvilibracnim pufrem.

Eluce rekombinantniho proteinu nesouci 6xHis-tag byla vyvolana piidavkem
250 mM imidazolu ve stejném pufru (na 0,5 | pufru: 25 ml 0,4 M Tris-HCI pH 8,0,
finalni koncentrace 20 mM; 50 ml 1 M NaCl, finalni koncentrace 100 mM; 62,5 ml 2 M
imidazol, finalni koncentrace 250 mM; 50 ml 50% glycerol, finalni koncentrace 5 %
a 312,5 ml H,0). Do kolonky byly pfidany 3 nebo 4 ml eluéniho pufru a po inkubaci
na rotatoru 30 minut pii 4°C byl protein eluovan do ¢isté falkony oznacené¢ jako eluce 1.
Nasledovala druha eluce opét po ptidavku 3 ml elu¢niho pufru do falkony oznacené
jako eluce 2. Kolonky byly tfikrat promyty elu¢nim pufrem po 15 minutové inkubaci
na rotatoru pii 4°C. Na zavér byly promyty tfikrat 5 ml ddH,O, byly k nim ptidany
4 ml 6 M guanidinu-HC1 a opét promyty pétkrat 5 ml ddH,0. Kolonky se skladuji
s 20% ethanolem v lednici. Ziskané frakce byly dialyzovany do 20 mM Tris-HCI
pH 8,0 pufru na michacce pii 4°C po dobu 2 h, poté byl pufr vyménén a dialyza
probihala pfes noc. Byla zmétena koncentrace proteinti po dialyze z frakce 1 metodou
Bradfordové azména absorbance za Cas 60 sekund pro substrat 0,4 mM GSNO
s koenzymem 0,2 mM NADH pro vyhodnoceni purifika¢ni tabulky (Tab. 6).

PIGSNOR byl rozpipetovan do 1,5 ml zkumavek, které byly zamrazeny a nasledné

pouzivany pro méfeni.
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Obr. 12 Kolonky pro chelata¢ni chromatografii HisPur™ Cobalt Spin (Thermo Scientific,
USA).

3.4.4 Meéreni koncentrace PIGSNOR

K méfeni koncentrace proteinti byly vyuZzity dvé rozdilné metody, a to stanoveni
proteini. méfenim absorbance v UV oblasti (pfimd metoda) a stanoveni proteind
metodou Bradfordové (nepfima metoda tvotici komplex mezi proteinem a barvivem).

Obsah proteinti obou frakci PIGSNOR byl méfen spektrofotometricky pii 280 nm
readeru Synergy HT (Bio-Tek) s vyuzitim znalosti extinkéniho koeficientu ziskaného
ze znalosti aminokyselinové sekvence s vyuzitim programu ProtParam ExPASy Tool:
PiGSNOR (20 = 31 035 M*cm™ za piedpokladu, Ze viechny cysteiny tvoii disulfidové
mustky).

Principem méteni koncentrace proteinii metodou Bradfordové je vznik adsorp¢ni
vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu. Adsorpéni
maximum této vazby je pii 595 nm. Koncentrace PIGSNOR byla méfena v UV-VIS
spektrofotometru (WPA) s prostorem na jednu kyvetu. Blankem byla pouze smés 2 ml
Bradfordového ¢inidla a 1 ml H;O. Poté byly méteny vzorky, pfi desetinasobném fedéni
vzorku smés obsahovala 2 ml Bradfordového cinidla, 100 pl vzorku a 900 pl HO.

Rovnice kalibra¢ni piimky ziskané z kalibra¢niho grafu pro hovézi sérovy albumin
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(BSA), zkter¢ Dbyly vypolteny celkové proteiny ve  vzorku, je
y = 0,0185x + 0,0147 (R? = 0,9946), kde y je absorbance a x je koncentrace proteint
v ug.ml’l. Celkové proteiny (mg) jsou vypocteny s ohledem na fedéni a na celkovy

objem (ml) vzorka.

3.4.5 Stanoveni aktivity enzymu a vypoc¢ty do purifika¢ni tabulky

Vychozi vzorec pro stanoveni aktivity enzyml je definovan Lambert-Beerovym
zakonem, ktery ftik4, Ze absorbance je pifimo umeérnd koncentraci, molarnimu
extinénimu koeficientu a tloust’ce vrstvy:

1) A=c.e.1
Po tprave tohoto vztahu, kde zapocitdme ¢as méfeni a objem vzorku, ziskdme vzorec

pro vypocet aktivity enzymu v Katalech:

dA-V

(2) Tt
Ze znamych hodnot Casu, po kterou jsme zaznamendavali zmény absorbance (t = 60 s),
délky kyvety (1 = 1 cm), objemu reakéni smési v kyveté (V = 2.10° 1), extinéniho
koeficientu (¢ = 6 620 M cm™) a zmén absorbanci (dA) vzorki lyzatd a prvnich frakei
po purufikaci a dialyze byly podle vzorce (2) vypocteny aktivity GSNOR v nkat
pro vyhodnoceni Uspé$nosti purifikace. Celkova aktivita (nkat) v celkovém objemu (1)
je pfimo Gmé&ma aktivité v objemu 5.107 1, ktery odpovida objemu pipetovaného
do reakéni smési. Specificka aktivita (nkat.mg'l) je podil celkové aktivity a celkovych
proteini (mg). Vytézek (%) je pocitan z celkovych proteinti pfimou Umeérou s tim,
ze lyzat je 100 % a stupein pieciSténi, coz je bezrozmérnd hodnota, je pocitin

ze specifické aktivity proteinii pfimou imérou s tim, Ze lyzat je 1.

3.46 SDS-PAGE

Elektroforetickd separace proteinli byla provedena v polyakrylamidovém gelu
obsahujicim dodecylsulfat sodny (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

Byla sestavena aparatura pro horizontalni elektroforézu, do které byl piidan 12%
délici gel pH 8,8 (sloZeni v Tab. 3). Roztok gelu se pievrstvil n-butanolem a nechal
se ztuhnout. Néasledné byl povrch gelu proplachnut deionizovanou vodou a osuSen
filtraénim papirem.

Na délici gel byl nalit 4% zaostfovaci gel pH 6,8 (slozeni v Tab. 3). Mezi skla

se spacery 0,75 mm byl vsunut hiebinek. Roztok se nechal polymerovat pfi laboratorni
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teplot¢ do ztuhnuti. Po ukonceni polymerace byly vyjmuty skla s gelem a hiebinkem
a ty se vlozily do elektroforetické komurky. Do této komurky byl nalit elektrodovy pufr
obsahujici 250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH 8,3 anasledné byl vyjmut
hiebinek. Vzorky urCené k separaci za denaturujicich podminek byly smichany
(1:1 (viv)) s Laemmliho vzorkovacim pufrem s finalnimi koncentracemi: 0,125 M
Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS; 20% glycerol; 0,2% bromfenolova modi;
5% B-merkaptoethanol a poté byly inkubovany v termobloku 5 minut pii 100°C.
Do jamek bylo aplikovano piislusné mnozstvi nabarveného vzorku (4 pl proteinového
markeru molekulové hmotnosti 2-250 kDa (BioRad) a 20 ul pripravenych vzorku).
Po uzavfeni vikem byla komtrka pfipojena k napéti 120 V a po 10 minutach bylo napé&ti
navySeno na 200 V. Elektroforéza byla ukoncena po doputovani vzorka na konec gelu.
Skla byla vytazena z komirky a od nich byl odd¢len gel, ktery se pfes noc nechal barvit
v roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1% CBB R-250; 15% kyselina octova;
45% methanol). Dalsi den byl roztok Coomassie Brilliant Blue R-250 odstranén a gel
se odbarvil roztokem na odbarveni (40% methanol, 10% kyselina octova). Gel byl

vyfocen v dokumenta¢nim systému GEL-Doc EZ image (Bio-Rad, USA).

35



Tab. 3 Slozeni gelu pro SDS-PAGE. Objemy jsou uvedeny v ml na 1 gel.

AA/BIS 10%

;’;ﬁft”o“ Gel () DosOVAM (73006 Puf® (W)  TEMED pre,
C 2,67%) SDS
Zaostfovaci 4% 3,05 0,65 1,25 0,05 0,005 0,05
Délici 12% 1,7 2 1,25 0,05 0,005 0,05
" Zaostiovaci gel obsahuje 0,5 M Tris-HCI puft, pH 6,8 a dglici gel obsahuje 1,5 M Tris-HCI
pufr, pH 8,8.

" Pted zahajenim vlastni polymerizace se piida 5 pl TEMED a k vyvolani polymerizace se pfida
50 pl 10% APS.

3.4.7 Western blot

Napted byly separovany proteiny pomoci SDS-PAGE v 12 % délicim gelu a 4 %
zaostfovacim gelu podle postupu k elektroforéze. Takto rozdélené proteiny byly z gelu
pieblotovany (Semi-dry bloting nebo Trans-Blot Turbo pfenos, Bio-Rad)
na nitrocelulosovou membranu (Millipore, MA, USA). Pro potvrzeni uspéSného
pfenosu proteini byla membrana nabarvena pomoci Ponceau S (0,2% Ponceau S

a 10% kyselina octova), ktera byla nasledné vymyta destilovanou vodou.

3.4.7.1 Imunodetekce 6xHis-tagu rekombinantni PIGSNOR
6xHis-tag byl detekovan pomoci HisProbe-HRP Kitu (Thermo Scientific, USA). Zprvu

byla nitrocelulosova membrana 1 hodinu inkubovana pii laboratorni teplot¢ v 10 ml
komeréniho roztoku BSA (25 mg.mI™)/TBST obsahujici 25 mM Tris-HCI, pH 7,6;
150 mM NaCl; 0,05% (w/v) Tween-20. Nasledné byla membrana dvakrat
po 10 minutach promyta v TBST a inkubovana s HisProbe-HRP protilatkou (1:5000)
pii pokojové teploté. Po jedné hodin€ inkubace byla membréana opét nékolikrat promyta
TBST a inkubovana s chemiluminiscenénim substratem SuperSignal West Pico po dobu

5 minut. Chemiluminiscen¢ni signal byl zaznamenan na fotograficky film.

3.4.7.2 Imunodetekce s vyuzitim anti-GSNOR protilatky

Jako primarni protilatka byla pouZita kralici polyklondlni protilatka anti-GSNOR
(1:2000 v 0,5% nizkotuéném suseném mléku v TBS-Tween) a sekundarni protilatka
byla anti-krali¢i protilatka znacena alkalickou peroxidasou (1:1000 v 0,5% nizkotu¢ném
suseném mléku v TTBS). K vizualizaci barevného produktu byl pouzit chromogenni
substrat NBT-BCIP ziskany smichanim 75 pl komer¢niho roztoku NBT-BCIP (Sigma)
a 5 ml 100 mM Tris-HCI pufru se 100 mM NaCl a 5 mM MgCl,, v tomto roztoku byla

membrana inkubovana po dobu 10 minut. Poté byla membrana promyta destilovanou
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vodou a vysuSena. Denzitometrické vyhodnoceni probéhlo v dokumentacnim systému
Biospectrum 410 s citlivou chlazenou CCD kamerou napojenou na pocitac s programem

VisionWorks, ktery analyzuje obrazova data.

3.4.8 pH optimum

pH optimum bylo méfeno spektrofotometricky pii teploté 30°C pro substraty 0,4 mM
GSNO, 1mM HMGSH, 1mM geraniol, 1mM farnesol a 1mM
12-hydroxydodekanovou kyselinu (12-HDDA). Meg¢iilo se ve tiech sadach pufru
v rozmezi pH 6,5 - 10,6:

e 150 mM Bis-Tris, rozsah pH 6,5 - 7,0 (6,5; 7,0)

e 150 mM Tris-HClI, rozsah pH 7,0 - 9,0 (7,0; 7,3; 7,6; 8,0; 8,3; 8,6; 9,0)

e 100 mM Glycin-NaOH, rozsah pH 8,6 — 10,6 (8,6; 8,9; 9,3; 9,6; 9,9; 10,3; 10,6).
Nejprve byl do kyvety napipetovan pufr, poté enzym PIGSNOR a 200 pl koenzymu
(0,2mM NADH pro GSNO a 2,5mM NAD" pro HMGSH, geraniol, farnesol
a 12-HDDA). Vse bylo vyblankovano a reakce byla zahajena ptidanim 200 pl substratu.
Ze tii nezavislych méteni byla vypoctena primérnd hodnota pH optima. Celkova doba
méfeni byla 3 minuty. Mnozstvi pfidaného enzymu a pufru zalezelo na koncentraci

tohoto enzymu, celkovy objem v kyveté pak vzdy ¢inil 2 ml.

3.4.9 Stanoveni kinetickych parametru

Kinetické parametry byly méteny pro substraty 0,4 mM GSNO, 1 mM HMGSH, 1 mM
geraniol, 1 mM farnesol a 1 mM 12-hydroxydodekanovou kyselinu v UV/VIS 8453
spektrofotomertru (Agilent Technologies, USA) s 8 kyvetovymi prostory, zabudovanym
michanim a pfipojenym termostatem, ktery byl vytemperovan na teplotu 30°C. Prvni
byl do kyvety pipetovan pufr o vhodném pH, které bylo zjiSt€éno z méfeni pH optima,
pot¢é PiIGSNOR a pifed vyblankovanim jest¢ 200 pl koenzymu (0,2 mM NADH
pro GSNO a 2,5 mM NAD" pro HMGSH, geraniol, farnesol a 12-hydroxydodekanovou
kyselinu). Reakce byla spusténa pfipipetovanim substratu o dané koncentraci. Celkova
doba méfeni byla 5 minut. Kone¢ny objem v kyveté€ byl vZzdy 2 ml. Kinetické parametry
(Km, Viim) byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software, CA,
USA).
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3.4.10 Teplotni stabilita

Do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano 100 pl purifikovaného
PiGSNOR. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru, ktery je schopny zahiivat
kazdou zkumavku na jinou teplotu, rozsah teplot byl 20 — 70°C. Po 30 min inkubaci
byly vzorky ochlazeny na 4°C. Nasledné byla na spektrofotometru UV-VIS méifena
zbytkova aktivita enzymu pii 340 nm po dobu 3 minuty se substratem 0,4 mM GSNO
a koenzymem 0,2 mM NADH tak, ze bylo do dvou kyvet pipetovano 1550 pl 20 mM
Tris-HCI pufru pH 8,0, 50 pul enzymu zahiatého na urcitou teplotu a 200 ul NADH.
Obsah v kyveté byl vyblankovan a reakce byla odstartovana piidanim 200 ul GSNO.
Aktivita GSNOR m¢éla se zvySujici se teplotou inkubace klesajici tendenci, v grafu jako

obracenou esovitou kiivku.

3.4.11 Stanoveni ICsp, inhibi¢ni konstanty a typu inhibice

Zvolenym inhibitorem GSNOR byl N6022, ktery byl rozpustén v dimethylsufoxidu
(DMSO). Aktivita enzymu byla méfena na UV/VIS 8453 spektrofotomertru (Agilent
Technologies, USA) s pfipojenym termostatem, ktery byl vytemperovan na teplotu
30°C. Nejdtive byl do kyvety pipetovan 20 mM Tris-HCI pufr pH 8,0, poté 50 pl
PiGSNOR, 200 pul NADH koenzymu (0,2 mM) a pied vyblankovanim jesté 0; 2,5; 5;
7,5; 10 pl 1 mM N6022. Reakce byla spusténa ptipipetovanim 100 — 800 pl 0,4 mM
GSNO. Celkova doba méfeni byla 3 minuty. Kone¢ny objem V kyveté byl vzdy 2 ml.
ICsp, inhibi¢ni konstanta a typ inhibice byl vyhodnocen v programu GraphPad Prism5
(GraphPad Software, CA, USA).

38



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Ackoliv S-nitrosoglutathionreduktasa, enzym ftadici se mezi alkoholdehydrogenasy
tiidy III (ADH3, EC 1.1.1.1), a jeji pfisluSné geny byly jiz charakterizovany u lidi
(hGSNOR, Sanghani et al., 2006), Arabidopsis thaliana (AtGSNOR, Sakamoto et al.,
2002) nebo rajcete (Solanum lycopersicum, SIGSNOR, Kubienova et al., 2013),
v predkladané bakalarské praci jsem se zaméfila na studium GSNOR z rostlinného
patogenu, a to oomycety Phytophthora infestans (PiGSNOR). Vysledky studia
vlastnosti, funkce a substratové specificity PIGSNOR mohou poslouzit k lepSimu
pochopeni vyznamu a tlohy GSNOR nejen u patogenu, ale i u hostitelské rostliny

béhem riznych stadii patogenese Phytophthory.

4.1 Bioinformaticka analyza PiGSNOR

Protein GSNOR z P. infestans (PiIGSNOR) je slozeny z 386 aminokyselin, teoreticka
hodnota isoelektrického bodu je 6,03 a molekulova hmotnost ziskana ze znalosti
aminokyselinového slozeni je 41,7 kDa. V tabulce (Tab. 4) je dale ur¢en moléarni
extinkéni koeficient, ktery jsme vyuzivali pro stanoveni obsahu proteint pii 280 nm.
Stanoveny index nestability o hodnoté¢ 42,34 klasifikuje PiGSNOR jako mirné
nestabilni protein. O této nestabilité proteinu jsme se piesvédCili pii jeho dialyze
z eluéniho pufru po purifikaci do 20 mM Tris-HCI pufru, kdy v dialyza¢nim stfivku

jsme pozorovali mirné zakaleni svédc€ici o sraZeni proteinu.

Tab. 4 Souhrn parametrii charakterizujicich studovany protein ziskany z EXPASy ProtParam
Tool (Gasteiger et al., 2003).

Sledované parametry PiGSNOR

Pocet aminokyselin 386

Molekulova hmotnost (Da) 41772,1

Teoreticka hodnota isoelektrického bodu (pl) 6,03

Celkovy pocet atomt 5828

Sumarni vzorec 01843H2903N4980550829
Extinéni koeficient (M™“cm™) 31035

Index nestability 42,34

Alifaticky index 78,55

Hydropatie (GRAVY) -0,039
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4.2 Purifikace rekombinantni GSNOR z P. infestans

4.2.1 Optimalizace indukce PiGSNOR pomoci IPTG

Na zacatku celé prace bylo nutné optimalizovat kultiva¢ni podminky bakterialni kultury
pro naslednou expresi a produkci rekombinantniho proteinu. Optimalizovali jsme
produkci rekombinantniho proteinu PIGSNOR pomoci indukce exprese GSNOR
piidavkem 0,5 mM isopropyl-f-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) do kultury E. coli.
Exprese proteinu byla indukovéana po dobu 2; 4; 24 hodin a pfi teplotach 20; 25; 30°C
od pfidavku IPTG. Nejvhodnégjsi doba a teplota indukce exprese GSNOR byla zjisténa
diky nasledné SDS-PAGE analyze podle toho, ktery vzorek vykazoval nejvétsi band
0 molekulové hmotnosti ~45 kDa svédéici o pritomnosti GSNOR proteinu. Z obr. 13
a 14 je ziejmé, ze nejoptimalnéjsimi podminkami pro indukci exprese GSNOR proteinu
je teplota 20°C a 24h inkubace. Tyto podminky jsme poté aplikovali pro naslednou
pfipravu enzymu, ktery jsme pouzivali ke kinetickym studiim. Obr. 13 a 14 obsahuji
totozné vzorky, pouze kazdy z obrazkd je pro vétsi prehlednost v jiném usporadani
vzorkd.
20°C 25°C 30°C
kDa M 1 32 3 4 35 6 7 # 9 10 11 12
132 ' |

100 -+
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37 -

Obr. 13 Optimalizace doby a teploty indukce PiGSNOR pomoci 0,5 mM IPTG na 12%
SDS-PAGE gelu (Laemmli, 1970). [M] Proteinovy marker molekulové hmotnosti
(BioRad). Porovnani indukce exprese GSNOR pfi rozdilnych teplotach, [1] bez indukce,
[2] indukce 2h pii 20°C, [3] indukce 4 h pii 20°C, [4] indukce 24 h pii 20°C,
[5] bez indukce, [6] indukce 2 h pii 25°C, [7] indukce 4 h pii 25°C, [8] indukce 24 h
pii 25°C, [9] bez indukce, [10] indukce 2 h pii 30°C, [11] indukce 4 h pii 30°C,
[12] indukce 24 h pii 30°C. Do kazdé jamky bylo naneseno 20 ul bakterialni suspenze
(ODGOO = 0,5 - 0,6)
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Obr. 14 Optimalizace doby a teploty indukce PiGSNOR pomoci 0,5 mM IPTG na 12%
SDS-PAGE gelu (Laemmli, 1970). [M] Proteinovy marker molekulové hmotnosti
(BioRad). Porovnani podle doby indukce exprese GSNOR, [1] bez indukce, [2] indukce
2h pti 20°C, [3] indukce 2 h pii 25°C, [4]indukce 2 h pii 30°C, [S]bez indukce,
[6] indukce 4h pii 20°C, [7] indukce 4h pii 25°C, [8]indukce 4h pii 30°C,
[9] bez indukce, [10] indukce 24 h pii 20°C, [11] indukce 24 h pii 25°C, [12] indukce
24h pii30°C. Do kazdé jamky bylo naneseno 20 pl bakteridlni suspenze
(ODGOO = 0,5 - 0,6)

4.2.2 Vyhodnoceni icinnosti purifikace PiGSNOR

Z bakterialni kultury E. coli 0o objemu 400 ml bylo ziskano po lyzi bun¢k tlakovym
homogenizatorem i pomoci lysozymu 20 ml cytosolické rozpustné frakce proteind —
supernatant (viz. kapitola 3.4.1). Ziskany sediment obsahoval nerozpustnou frakci
proteinli — inkluzni téliska, s kterymi se jiz dale nepracovalo. Supernatant ziskany
ze zcentrifugovaného  lyzatu  obsahujici  rekombinantni PiGSNOR  nesouci
hexahistidinovou kotvu na N-konci byl piecistén metodou chelataéni chromatografie
(IMAC — Immobilized metal ion affinity chromatography) pomoci kolonek HisPur™
Cobalt Spin. Po nasledné dialyze z elu¢niho pufru do 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0
byl odecéten objem dialyzatu.

V jednotlivych  vzorcich obsahujicich PiGSNOR (cytosolicka rozpustna
frakce = lyzat, frakce po chelata¢ni chromatografii a nasledné dialyze = PIGSNOR) byl
spektrometricky stanoven obsah proteini metodou Bradfordové pii 595 nm a také
reduktasova aktivita pro substrat 0,4 mM GSNO s koenzymem 0,2 mM NADH
S vyuzitim znalosti absorpéniho maxima NADH pii 340 nm v 20 mM Tris-HCI pufru,

pH 8,0 (Tab. 5). Na zaklad¢ ziskanych hodnot z uvedenych méteni byla vypracovana
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purifikacni tabulka, ve které byl porovnan vytézek (%) a stupén piecisténi PiIGSNOR
po lyzi bun¢k dvémi pouzitymi metodami (Tab. 6).

Po kompletni purifikaci PiGSNOR =z cytosolické rozpustné frakce proteina
ptipravené ze 400 ml bakterialni kultury byl vytézek 2,6 mg se specifickou aktivitou
6,14 nkat.mg™ pro purifikaci homogenizatorem a 1,5 mg se specifickou aktivitou
4,68 nkat.mg™ pro purifikaci lysozymem (Tab. 6). Vyt&zek po l1yzi homogenizatorem
byl 12,86 % a po lyzi pomoci lysozymu byl 14,98 %. Stupenn pieisténi po lyzi
homogenizatorem byl 3,15 a po lyzi pomoci lysozymu byl 1,78 (Tab. 6). Lyze pomoci
homogenizatoru byla casové méné narocnd co do provedeni, i kdyz bylo nutné
se nejdiive naucit spravné ovladat pfistroj. Lze fici, Ze 1lyze bun¢k na homogenizatoru
byla 0 2 % méné u¢inna ve vytéznosti rekombinantniho proteinu, ale co se tyce Cistoty
rekombinantniho proteinu, byla naopak vice G€innéd nez lyze buné€k pomoci lysozymu.
Pokud bychom nase data porovnali s literaturou, tak u SIGSNOR byl vytézek asi 15 mg
se specifickou aktivitou 230 nkat.mg™® (Kubienova et al., 2013) a u rekombinantni
GSNOR z A. thaliana byla specificka aktivita jen 50 nkat.mg™ (Sakamoto et al., 2002).
Vytézek z purifikace GFD z A. camphorata (Ac-GFD) nesouci taktéz 6xHis-tag byl
pro 200 ml kulturu pouze 220 pg (Huang et al., 2009). Pokud bychom porovnali
vytézky z rostlinnych a patogennich enzymi, Ize fici, ze patogenni GSNOR/GFD maji
velmi malé vytézky rekombinantniho proteinu.

Tab. 5 Hodnoty ziskané méfenim zmény absorbance pii 340 nm za ¢as 60 sekund s 0,4 mM

GSNO a absorbance metodou Bradfordové pii 595 nm pro vypocet celkovych proteint
a celkové aktivity (Tab. 6) ve 2 ml reakcni smési.

Typ IS’ZC bunék Vzorek dA340 nm A595nm

Lyze Lyzat 0,0195 0,201 (fedéni 100x)
homogenizatorem PiGSNOR po dialyze 0,0175 0,680 (fedéni 10x)
Lyze pomoci Lyzat 0,0130 0,938 (fedéni 10x)
lysozymu PiGSNOR po dialyze 0,0107 0,440 (fedéni 10x)
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Tab. 6 Purifika¢ni tabulka rekombinantni PIGSNOR exprimované v E. coli. Purifikace metodou
chelata¢ni chromatografie byla provedena ze 400 ml kultury E. coli a nasledna aktivita
byla stanovena pti 340 nm s 0,4 mM GSNO jako substratem.

Celkovy Celkové Celkova  Specificka

Typlyze  Purifikacni objem proteiny aktivita  aktivita

Vytézek Stupen

o 0 Y ovex
bunck krok [mi] [ma] [nkat] [nkat.mg"'] [%0] precisténi
Lyze Lyzat 20,0 20,141 39,3 1,95 100,00 1,00
homoge- — piGsNOR

nizatorem p(l) dialyze 9,0 2,59 15,9 6,14 12,86 3,15
Lyze Lyzat 20,0 9,982 26,2 2,63 100,00 1,00

omoci i
b PIGSNOR 1,495 7,1 4,68 14,98 1,78

lysozymu po dialyze &

4.2.3 Stanoveni molekulové hmotnosti metodou SDS-PAGE

Utinnost purifikace rekombinantniho proteinu chelatatni chromatografii na kolonkach
HisPur™ Cobalt Spin potvrzuji vysledky SDS-PAGE (Obr. 15), navic metoda
SDS-PAGE byla pouzita ke stanoveni ptiblizné molekulové hmotnosti monomeru
PIGSNOR s vyuzitim proteinového standardu 0 rozsahu molekulovych hmotnosti
2-250 kDa (BioRad). Purifikovany enzym na gelu vykazuje jeden pas o piiblizné
molekulové hmotnosti ~45 kDa. Velikost PIGSNOR vyhodnocena pomoci programu
ExPASYy ProtParam Tool (Gasteiger et al., 2003) ¢ini 41,7 kDa a jelikoz rekombinantni
PiGSNOR navic na svém N-konci obsahuje 6x His-tag, hodnota ~45 kDa odpovida
teoretické hmotnosti enzymu ziskané z proteinové sekvence.

GSNOR z A. camphorata (Huang et al., 2009), obsahujici 378 aminokyselin ma
molekulovou hmotnost 40,3 kDa. Rekombinantni GSNOR z A. thaliana (Sakamoto
et al., 2002) a S. lycopersicum (Kubienova et al., 2013) vykazal na SDS-PAGE velikost
stejnou jako PIGSNOR, a to 45 kDa.
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Obr. 15 Stanoveni molekulové hmotnosti rekombinantni PiGSNOR metodou SDS-PAGE.
[M] Proteinovy marker molekulové hmotnosti (BioRad), [1] bakterialni suspenze
pied indukci exprese GSNOR, [2] bakterialni suspenze po indukci exprese GSNOR
pomoci 0,5 mM IPTG, [3] cytosolicka rozspustna frakce, [4] inkluzni téliska, [5] balastni
proteiny, [6] lyzat, [7] 20 ul PIGSNOR, [8] 10 ul PiGSNOR, [9] 5 ul PIGSNOR.

4.2.4 Imunodetekce metodou Western blot

Pro imunodetekci byla pouzita krali¢i polyklonalni protilatka proti rekombinantnimu
proteinu GSNOR z templatu sekvence GSNOR ze S. lycopersicum cv. Amateur. Tato
protilatka byla primarné pfipravena pro imunodetekci GSNOR ze S. lycopersicum
v ¢lanku Kubienové et al. (2013) a pozd€ji i pro imunodetekci GSNOR z L. sativa
a B. oleraceae, nebot podobnost aminokyselinovych sekvenci téchto rostlinnych
proteinll je az 97% (Ticha, 2013). I kdyz je mira shody aminokyselinové sekvence
SIGSNOR a PiGSNOR pouze 63%, lze vyuzit tuto protilatku i pro detekci
rekombinantni PIGSNOR (Obr. 16). Vysledek potvrzuje vysokou specificnost této
polyklonalni protilatky.

Imunodetekci His-tagu pomoci komeréniho HisProbe-HRP Kkitu byla potvrzena
piitomnost hexahistidinové kotvy pouze na rekombinantnim proteinu GSNOR.
Pro nasledné studium kinetickych parametri PIGSNOR nebyla tato kotva odStépena,

nebot’ jeji pfitomnost neovliviiovala aktivitu pfipraveného enzymu.
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Obr. 16 Imunodetekce 6xHis-tagu PiGSNOR pomoci HisProbe-HRP kitu a PiGSNOR
s vyuzitim anti-GSNOR protilatky metodou western blot. [M] Proteinovy marker
molekulové hmotnosti (BioRad), [1] cytosolicka rozspustna frakce, [2] PIGSNOR frakce
1 a [3] PIGSNOR frakce 2.

4.3 Charakterizace rekombinantni PIGSNOR in vitro

4.3.1 pH optimum

pH je dilezity faktor, ktery ovliviiuje aktivitu, tedy rychlost enzymové reakce.
Optimalni pH je pH roztoku ¢i pufru, pfi niZ ma dany enzym nejvyssi aktivitu.

pH optimum PiGSNOR pro substraty S-nitrosoglutathion
a S-(hydroxymethyl)glutathion ¢ini 8,0 a 9,0 vtomto pofadi (Obr.17a). U GSNOR
z rostlin Solanum lycopersicum (Kubienova et al., 2013), Brassica oleracea a Lactuca
sativa (Ticha, 2013) je optimalni pH pro oba tyto substraty 8,0. Tedy pH optimum
se lisi u substratu HMGSH o jednotku. Stejnou hodnotu pH optima pro oba tyto
substraty vykazoval i enzym z kukufice (Wippermann et al., 1999) nebo z kvasinky
Pichia pastoris (Uotila a Koivusalo, 1981). Naopak enzym GFD z A. camphorata
(Ac-GFD) vykazoval nejvyssi aktivitu v alkalické oblasti, a to pfi pH okolo hodnoty
11,2 (Huang et al., 2009).
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pH optimum pro substraty farnesol a 12-hydroxydodekanovou kyselinu ¢ini 9,9
(Obr. 17b). U vsech tii rostlinnych GSNOR (Ticha, 2013; Kubienova et al., 2013) je
optimalni pH pro substrat farnesol 10,0. pH optimum se li§i pro substrat geraniol,
kde pro GSNOR z Phytophthory infestans bylo ur¢eno jako 9,6 (Obr. 17b) a pro
GSNOR rostlin Solanum lycopersicum, Brassica oleracea a Lactuca sativa jako 10,0
(Ticha, 2013; Kubienova et al., 2013). Totozné hodnoty pH optima byly pro tyto
substraty zjistény i pro GSNOR z Arabidopsis (Achkor et al., 2003).
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Obr. 17 Stanoveni pH optima PiGSNOR pro substrat (a) 0,4 mM GSNO, 1 mM HMGSH,
(b) L mM geraniol, 1mM farnesol a 1mM 12-hydroxydodekanovou kyselinu
(12-HDDA) za pouziti 150 mM Bis-Tris, 150 mM Tris-HCI a 100 mM glycin-NaOH pfi
teploté 30°C. Pro relativni srovndni vSech substratli je nejvyssi hodnota aktivity 100%.

46



4.3.2 Teplotni stabilita

Pojem teplotni stabilita urCuje teplotu, pii které dochazi k 50% poklesu aktivity
sledovaného enzymu. Enzym byl inkubovan 30 minut v termocykléru pfi teplotach od
20°C do 70°C ve 20 mM Tris-HCI pufru, pH 8,0. Teplotni stabilita enzymu PIGSNOR
byla méfena jako zbytkova reduktasova aktivita enzymu a stanovena pro substrat
0,4 mM GSNO s koenzymem 0,2 mM NADH jako 49,42°C (Obr. 18). U GSNOR
z rostlin Brassica oleracea byla teplotni stabilita stanovena jako 59°C az Lactuca
sativa byla 58,7°C (Ticha, 2013). V ¢lanku Kubienova et al., 2013 byla stanovena
teplotni stabilita enzymu z rajcete jako 55°C. Je tedy ziejmé, ze rostlinnd GSNOR je
stabilngjsi nez GSNOR z patogenu P. infestans. V literatufe se dale uvadi, ze témét 60%
aktivity GFD z A. camphorata (Ac-GFD) je ztraceno jiz pii 5 min inkubaci pii 50°C
(Huang et al., 2009).

100+
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Obr. 18 Stanoveni teplotni stability rekombinantni PIGSNOR. Rozmezi teplot 20-70°C, aktivita
byla méfena s 0,4 mM GSNO jako substratem a 0,2 mM NADH v 20 mM Tris-HCI
pufru, pH 8,0. Nejvyssi hodnota aktivity je stanovena jako 100 %.

4.3.3 Stanoveni substratové specificity a kinetickych parametri

Byla studovana substratova specificita ziskaného rekombinantniho PIGSNOR enzymu
S péti vybranymi substraty, a to v pfitomnosti NADH s GSNO (reduktasova aktivita)
a v pritomnosti s NAD" s alkoholy farnesolem a geraniolem, s w-hydroxymastnou

kyselinou 12-hydroxydodekanovou a s HMGSH (dehydrogenasova aktivita).
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V ptipad¢ porovnani dat ziskanych z méfeni substratové specificity dehydrogenasové
reakce je ziejmé, ze HMGSH vykazuje nejvyssi rychlost oxidace a tudiz byla rychlost
pfemény tohoto substratu urcena jako 100% relativni enzymova aktivita (Tab. 7).
Alkoholy jako geraniol a farnesol vykazovaly okolo 50% relativni aktivity
a 12-hydroxydodekanova kyselina pouze % aktivity vzhledem k HMGSH. Pro rostlinné
GSNOR byla relativni aktivita s NAD™ pro geraniol v rozsahu 67-96% a pro farnesol
pouze vrozsahu okolo 8-18% (Ticha, 2013; Kubienova et al., 2013). Ve studii
Kubienova et al., 2013 byla stanovena substratova specificita pro tfi m-hydroxymastné
kyseliny, a to pro Kkyselinu 8-hydroxyoktanovou, 10-hydroxydekanovou
a 12-hydroxydodekanovou v rozsahu 9-32%. Byla zde zjisténa jasna zavislost na délce
uhlovodikového fetézce, ktera byla potvrzena i pro lidskou GSNOR (Sanghani et al.,
2000; Sanghani et al., 2009).

Tab. 7 Substratova specificita — dehydrogenasova aktivita. Koncentrace substrati byla 1 mM
a koncentrace koenzymu NAD" byla 2,5 mM. Reakce s HMGSH probéhla ve 150 mM
Tris-HCI pufru o pH 9,0 as geraniolem, farnesolem a 12-hydroxymastnou kyselinou
ve 100 mM glycin-NaOH pufru o pH 9,9.

Relativni aktivita

Substrat Strukturni vzorec PiGSNOR (%)

HO

o =]
HMGSH 100
HOOC mH Co0H
NH 0
oH

2

HaC
Geraniol W 61

CH4 CH4
H4C OH
oo T
Farnesol = 49
CH5 CH5 CH5

12-HDDA  Hi CO0H 25

Kinetické parametry Ky a Viim byly stanoveny pfi vinové délce 340 nm a teplote
30°C v 5 sekundovych intervalech od ptfidavku zvoleného substratu. Obr. 19 zndzoriuje
saturacni kiivky zavislosti reakéni rychlosti PIGSNOR na koncentraci substrath
pro reduktasovou i dehydrogenasovou reakci. Hodnoty K., a Vim byly stanoveny

Z hyperbolickych dat a vyhodnoceny v programu GraphPad Prism5 (Tab. 8).
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Zméfené kinetické parametry Ky a Viim potvrzuji, Ze nejvyznamnéjsi reakci GSNOR
u P.infestans jako u vétSiny organismi je NADH-dependentni redukce GSNO,
kde Kn=76 uM a Vijin = 7,1 nkat.mg™ (Tab. 8). Tedy K, pro GSNOR z P. infestas je
téméf 4X nizsi nez z A. camphorata (K, =280 uM) (Huang et al., 2009) a naopak 3x
vy$§i nez u lidské GSNOR (Ky=27 uM) (Fernandez et al., 2003). Druhou
nejvyznamnéj$i reakci GSNOR je oxidace HMGSH, kde hodnoty K, a Viim byly 96 uM
a 6,2 nkat.mg™, coz je zfetelné i ze ziskanych saturacnich kiivek (Obr. 19). I z literatury
je ziejmé, Ze GSNOR vykazuje n¢kolikanasobné vyssi reak¢ni rychlost pii reduktasové
reakci s GSNO nez v oxidasové s HMGSH nebo méné G¢innymi substraty jako geraniol
¢i farnesol (Kubienova et al., 2013; Fernandez et al., 2003; Huang etal., 2009;
Sanghani et al., 2009). Ky pro substrat geraniol ¢ini 180 puM, pro fanesol 86 uM
apro 12-HDDA 176 pM. Vi, pro substrat geraniol &ni 5,3 nkat.mg™, pro fanesol
2,4 nkat.mg™a pro 12-HDDA 4,2 nkat.mg™ (Tab. 8).

Tab. 8 Kinetické parametry PIGSNOR pro reduktasovou a dehydrogenasovou reakci. Aktivity
byly méfeny pii 30°C v pufrech 20 mM Tris-HCI pro GSNO a HMGSH a 100 mM
Glycin-NaOH pro geraniol, farnesol a 12-hydroxydodekanovou kyselinu (12-HDDA).

Substrat pH Koenzym Kn (kM) Viim(nkat.mg™?) V,in/K, (relat.)
GSNO 8,0 NADH 76 7,1 100,0
HMGSH 9,0 NAD* 96 6,2 69,9

geraniol 9,9 NAD" 180 5,3 31,2

farnesol 9,9 NAD" 86 2,4 30,1

12-HDDA 9,9 NAD" 176 4,2 25,8
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Obr. 19 Saturacni kfivky PiGSNOR pro reduktasovou a dehydrogenasovou reakci. Aktivity
byly méfeny pii 30°C v pufrech 20 mM Tris-HCI pro GSNO a HMGSH a 100 mM
Glycin-NaOH pro geraniol, farnesol a 12-hydroxydodekanovou kyselinu (12-HDDA).

4.3.4 Stanoveni ICsg, inhibi¢ni konstanty a typu inhibice
Jiz né€kolik studii se zabyvalo moznymi inhibitory GSNOR. Byly studovany
jak substratové  analoga  S-nitrosoglutathionu  (glutathion,  S-methylglutathion),
tak i analoga -hydroxymastnych kyselin (kyselina oktanova, kyselina dekanova,
kyselina dodekanova) (Staab et al., 2009). U vSech téchto latek Ize pozorovat jasnou
zavislost inhibice na délce uhlovodikového fetézce inhibitoru. U hGSNOR byla inhibice
v mikromolarnim rozsahu (Sanghani et al., 2006; Staab et al. 2009), naopak u rostlinné
GSNOR se hodnoty pohybovaly v milimolarnim rozsahu (Kubienova et al., 2013;
Ticha, 2013). Nedavno byl ve studiich Sun et al., 2011 a Green et al., 2012 popsan novy
a velice u¢inny inhibitor s nazvem N6022 (3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-
karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-pyrrol-2-yl) propionova kyselina), u kterého byly
publikovany nanomoldrni koncentrace pro inhibici hGSNOR (ICsp = 8 nM,
Ki=2,5nM). V soucasnosti se N6022 testuje na mys$im modelu, nebot ma vysoky
potencial k 16¢bé astmatu (Blonder et al., 2014). Inhibici GSNOR totiz nartsta hladina
GSNO, ktery ma bronchodilata¢ni Gi¢inky. Tento inhibitor byl jiZ zkouSen 1 pro inhibici
rostlinnych GSNOR, zde opét v nanomolarnich koncentracich (pro SIGSNOR:
ICs0 = 300 nM, K; =429 nM) (Kubienova et al., 2013).

N6022 byl vyuzit i pro otestovani sily inhibice GSNOR z P. infestans, jehoz ICsg ¢ini
6,55 uM (Obr. 20). Po vyneseni do grafu podle Lineweavera a Burka byla zjiSténa
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hodnota K; = 3,3 uM a typ inhibice pro PIGSNOR byl kompetitivni (Obr. 21), coz je
oproti lidskému a rostlinnému GSNOR rozdil, jelikoz u nich byla inhibice slou¢eninou
N6022 nekompetitivni. K; inhibitoru N6022 pro PiGSNOR je téméf 8x vyssi
nez pro SIGSNOR a vice jak 1000x vyssi nez pro hGSNOR. ICsq inhibitoru N6022 pro
PiGSNOR je skoro 22x vyssi nez pro SIGSNOR. Tento inhibitor nevykazuje tak velkou
silu inhibice GSNOR pro PiGSNOR oproti lidskému ¢i rostlinnym enzymtm.

100

80+

60 0

40

Residualni aktivita |%o|

20+
)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

—— .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
koncentrace N6022 [uM]

Obr. 20 Graf zavislosti koncentrace inhibitoru N6022 na residudlni aktivit¢ PiGSNOR
pro stanoveni ICsp. GSNOR aktivita byla méfena s 0,4 mM GSNO jako substratem
a inhibitorem N6022 v rozsahu 1-10 pM.
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Obr. 21 Vyneseni podle Lineweavera a Burka pro stanoveni K; inhibitoru N6022 (koncentrace
v rozsahu 2,5-10 uM) u PiIGSNOR. Jako substrat byl pouzit GSNO v rozsahu koncentraci
100-800 pM.
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5 ZAVER
rekombinantni GSNOR z oomycety P. infestans, jsou:

e Byla uspésné¢ optimalizovana doba a teplota indukce exprese PIGSNOR
pomoci IPTG a nasledn¢ byl purifikovan rekombinantni PIGSNOR protein
nesouci 6xHis-tag na N-konci za nativnich podminek na His-Pur
kolonkach.

e PiGSNOR se vyskytuje jako dimer. Byla stanovena molekulova hmotnost
podjednotky (monomeru) na ~45 kDa pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

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

e Byly stanoveny kinetické parametry (Kpy, Vim) nékolika vybranych
substratii PIGSNOR — jako hlavni substraty preferuje GSNO a HMGSH.

e Testovany inhibitor N6022 vykazoval kompetitivni inhibici.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
12-HDDA  12-hydroxydodekanova kyselina

ABA Abscisova kyselina

AcGSNOR  Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa z Antrodia camphorata
ADH llI Alkoholdehydrogenasa I11

AOD Alkoholoxidasa

AVR Avirulentni proteiny

AtGSNOR  Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa z Arabidopsis thaliana
B-PER Bacterial Protein Reagent
BoGSNOR  Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa z Brassica oleracea var.

botrytis
CBR1 Karbonylreduktasa 1
CG-SNO S-nitrosocysteinylglycin
CLSM Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
CRN Crinkling / necrosis inducing proteins
CySNO S-nitrosocystein
DMSO Dimethylsulfoxid
EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina
ET Ethylen
FAD Flavinadenindinukleotid

FALDH Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa

Fe-S klastry Komplexy zeleza s anorganickou sirou a/nebo cysteinovymi zbytky

FDL Formaldehyddehydrogenasa

FMN Flavinmononukleoktid

GFD Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
GGT y-glutamyltranspeptidasa

GSH Glutathion

GSNHON N-hydroxysulfinamid

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa
GSONH;, Glutathion sulfonamid
GSOOH Glutathionsulfinova kyselina

GSSG Glutathiondisulfid
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hGSNOR
HMGSH
HNO,
Hpi

HR
HSP68
ICs0

19G

IMAC
INF-1

IPTG

LB médium

LC-MS/MS

LC-ES/MS

LsGSNOR

MALDI-TOF

MID
Mo-MPT
N6022

NAD*
NADH
NADPH
NBT-BCIP
NH,OH
NI-NOR
N20O3

NO;

Lidska rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa
S-(hydroxymethyl)glutathion

Kyselina dusita

Hodin po inokulaci

Hypersenzitivni reakce

Heat-shock protein 68 (protein teplotniho stresu)

Koncentrace inhibitoru, kdy je pocatec¢ni reakéni rychlost rovna Y4
pocatecni rychlosti v nepfitomnosti inhibitoru

Imunoglobulin G

Immobilized metal ion affinity chromatography

Elicitiny sekretované fytopatogeny rodu Phytophthora a Pythium
Isopropyl-$-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria/Bertani médium

Spojeni  kapalinové  chromatografie  standemovou  hmotnostni
spekrometrii

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s ionizaci
elektrosprejem

Rekombinantni GSNOR z Lactuca sativa UCDM2

lonizace laserem za pritomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser
desorption/ionization) v kombinaci s detektorem doby letu (TOF, time-
of-flight)

Merkaptoimidazoldisulfid

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

Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat

Nitrotetrazoliova modi ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem
Hydroxylamin

Nitrit:NO oxidoreduktasa

Oxid dusity

Oxid dusicity
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NO,
NO,-Tyr
NO

NO

NOS
NPP1
NR

Oy
ODs0o
ONOO’
PAGE
PCR
PI3P
PIGP-1
PMSF
PTM
RXLR
SA
SBTc-3
ScGSNOR

SDS
SDS-PAGE

SNO
SIGSNOR

TBS
TEMED
Trx
XOD

Dusitanovy anion, nitrit

Nitrovana tyrosinova residua

Oxid dusnaty

Aniont nitrosylu

Nitrosoniovy ion

NO synthasa

Ektonukleotid pyrofosfatasa/fosfodiesterasa-1
Nitratreduktasa

Superoxidovy anion

Opticka densita pii 600 nm

Peroxydusitan

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Polymerasova fetézova reakce
Fosfatidylinositol-3-fosfat
Endo-polygalakturonasa
Fenylmethylsulfonylfluorid

Posttransla¢ni modifikace

Amino acid motif within the respective proteins
Salicylova kyselina

Subtilisin-like caspase-3

Rekombinantni  S-nitrosoglutathionreduktasa ze  Saccharomyces
cerevisiae

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

S-nitrosothioly

Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa ze Solanum lycopersicum
cv. Amateur

Fyziologicky roztok pufrovany Tris

N, N - tetramethylendiamin

Thioredoxin

Xanthionoxidasa
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