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Abstrakt

ZvySovanie teploty je znateInym prejavom zmeny klimy Zeme. Teplotny stres, znacné
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Teoreticka Cast’ diplomovej prace zhina aktualne informacie o mechanizmoch
rastlinnej odpovede na teplotny stres (HSR) a proteinoch teplotného Soku (HSP).
Vysoka teplota v bunkach aktivuje signalnu drahu HSR, ktora vedie k obnove narusenej
homeostazy bunky. Konzervovanym znakom HSR vsetkych Zivych organizmov je
produkcia HSP, ktoré zabezpecuju integritu a spravnu funkciu protedmu. Z tohto
dovodu su esencidlne pre zvladnutie HS, pocas ktorého obnovuju teplom narusenu
priestorovu skladbu proteinov.

Experimentalna Cast’ prace je zamerand na Stidium funkcie oxidu dusnatého
a kyseliny salicylovej (SA), ktoré su sucastou signalnej drahy HSR. Pozornost’ bola
zamerana na zmeny V expresii HSP70 a aktivite antioxida¢ného enzymu
askorbatperoxidazy (APX) vplyvom moduldcie hladin NO a SA u divokého typu
raj¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L. kultivar Amateur) a divokého
typu Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). Bola optimalizovana metdda pre stanovenie
HSP70 zalozena na SDS-PAGE a Western blote. V listoch raj¢iaka a Arabidopsis
exogénna aplikacia SA atiez donoru NO (nitroprussid sodny) potencovala expresiu
HSP70 v ramci HSR. Donor NO pozitivne stimuloval aktivitu APX v odpovedi na
teplotny stres. Vysledky prace ukazuju, ze SA a donor NO mézu zmieriiovat’ negativne
ucinky HS.
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Rising temperature is a visible sign of the Earth's climate change. Heat stress, as a
significant increase in an ambient temperature above the optimum level, represents a
threat especially to the sessile organisms including plants. High temperatures negatively
affect molecular processes in plant cells and these processes are reflected in the decline
in the yields of economically important crops.

The theoretical part of the thesis deals with the current information about the
mechanism of plants response to the Heat stress and the Heat Shock Proteins (HSP).
The high temperature in the cells activates the Heat Shock Response (HSR) pathway
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Ciele prace:

V teoretickej Casti predlozenej diplomovej prace bolo cielom spracovat’ literarnu resers:
e zhrfiujicu aktudlne poznatky o rastlinnych odpovediach aobrane proti
teplotnému stresu so zameranim na ulohu signalnych drdh oxidu dusnatého

a kyseliny salicylovej.

V experimentalnej Casti boli ciel'mi prace:

e optimalizacia metdod stanovenia hladiny NO a metabolitov reaktivnych foriem
dusika a metddy sledovania aktivity enzymov metabolizmu NO v rastlinnych
bunkéch

e Studium modulacie hladin NO a reaktivnych foriem dusika v listoch modelovych
rastlin vystavenych teplotnému stresu a pdsobeniu fytohorménu kyseliny

salicylovej.



1 UVOD

Teplota je klI'icovy enviromentalny faktor, ktory ovplyviuje rast rastlin a ich prezitie.
Teplotné variacie sa podielaji na regulacii fyziologickych procesov, napr. pocas dna
anoci, diurnalna perioda, riadi biologické hodiny rastliny, z dlhodobého hladiska
Sezénne zmeny riadia Casovanie prechodu z vegetativneho do reprodukéného Stadia
(Gould et al.,, 2006). V prirodzenom prostredi sa rastliny stretavaji s viacerymi
biotickymi a abiotickymi stresmi, spravidla kombinaciou hned’ niekolkych. Teplotny
stres (HS) je casto definovany ako peridoda, pocas ktorej pdsobenie vysokych teplot
zapriini nevratné poskodenie vyvoja rastliny (Hemantaranjan et al., 2014).

Teplotny stres narusa fyziologické procesy rastlin v roznom rozsahu, v zavislosti od
konkrétneho rastlinného druhu a vyvojového $tadia. Rovnako rozhodujucou je intenzita,
doba posobenia arychlost zvySovania teploty (obr. 1). Vplyv HS sa negativne
odzrkadl'uje na vyvoji a raste, pricom intenzivny a dlhotrvajici HS vo vysledku kon¢i
smrtou buniek a thynom celej rastliny. Miera prezitia HS sa v§ak zvySuje v pripade, ked’
samotnému HS predchadza expozicia rastliny mierne zvysenej teplote nasledovana jej
poklesom (obr. 1b) (Larkindale a Vierling, 2008). Tento dej m6zeme eventualne oznacit’
ako tzv. pripravu na HS. Rastlina sa tymto spdsobom aklimatizuje a stava tolerantnejSou
k inak letalnemu HS, pretoze spusta expresiu proteinov teplotného Soku (HSP)
a detoxika¢nych enzymov pre reaktivne druhy kyslika (ROS) (Li et al., 2018). Tento
fenomén sa nazyva ziskand termotolerancia. Naopak, bazalna termotolerancia sa vztahuje

na schopnost’ odolat’ vysokym teplotam bez predchadzajicej aklimatizacie (Clarke et al.,
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Obr. 1 Vseobecna schéma znazorfiujuca mieru prezitia rastlin v zavislosti od teploty a jej
dynamiky. A) bazalna termotolerancia, B) ziskana termotolerancia, C) postupné zvySovanie
teploty (upravené podl'a Mittler et al., 2012).



Napokon saprirode stretdivame s postupnym zvySovanim teploty k hodnote
predstavujucej HS (obr. Ic). Vtomto pripade je miera prezitia rastliny najvyssia
V porovnani s prechadzajucimi dvoma pripadmi (Larkindale a Vierling, 2008).

Schopnost’ vnimat’ a odpovedat’ na stresové podnety je vitdlnou funkciou vsetkych
zivych organizmov. Narusenie homeostdzy bunky a poskodenie bunkovych Struktar
(DNA, proteinov, membran apod.) v bunke aktivuje Specifické a neSpecifické obranné
odpovede. Bunky su schopné rozpoznat' mieru poskodenia a nasledne aktivaciou
viackrokovych obrannych mechanizmov obnovit homeostazu alebo zahgjit' proces
programovanej bunkovej smrti, apoptozy (Balogh et al., 2013). HS podnecuje naruSenie
normalneho priebehu bunkovych dejov, ¢o u buniek vedie k spusteniu odpovede na
teplotny stres (heat-shock odpovede, heat-shock response, HSR). HSR je povazovana za
jednu z najviac evolu¢ne konzerovavanych biochemickych drah naprie¢ r6znymi typmi
organizmov. HSR predstavuje doc¢asné preprogramovanie génovej expresie sprevadzané
syntézou HSP (Verghese et al., 2012).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Vplyv vysokej teploty a teplotného stresu na rastliny

Medzi makroskopicky pozorovatel'né zndmky mierne zvysenej teploty, vSeobecne o 5 az
6°C patria inhibicia tvorby semien ale urychlenie kli¢enia semien, pred¢asné kvitnutie,
mikroskopicky mozno pozorovat’ napr. znizent tvorbu prieduchov (Fitter a Fitter, 2002),
zmena organizacie bunkovych kompartmentov, cytoskeletu a mikrodomén membran
(Niu a Xiang, 2018). Do urcitej miery zvySena teplota zrychl'uje rast vegetativnych listov
a korena (Fitter a Fitter, 2002). Vyznamny je pokles odolnosti vo¢i infekciam, odpoved
a vysporiadanie sa s vysokou teplotou je pre rastliny prvoradé (Alcazar a Parker, 2011).
Z uvedenych informacii vyplyva, Ze zvysend teplota Ciastocne pozitivne vplyva na
fyziolodgiu rastlin, to v§ak neplati 0 HS (Kanno et al., 2009).

Teplotny stres, vSeobecne teplota presahujica optimum asi o 10°C sa manifestuje
nizkou kli¢ivostou semien, zhorSenym rastom korena a nadzemnej cCasti, znizenym
kvitnutim (Wahid et al., 2007), ze reproduk¢né stadium rastlin je najviac citlivé na HS
ukladanie kal6zy a opadavanie listov (Wahid et al., 2007).

HS redukuje vynosnost’ hospodarsky dolezitych plodin. Medzi rokmi 1980 a 2008 bol
zaznamenany pokles vynosnosti kukurice 03,8 % apSenice 055 % Vv dosledku
globalneho otepl'ovania (Lobell et al., 2011) a predpoklada sa, Ze narast priemernej
svetovej teploty 0 1°C zniZi vynosnost’ tychto plodin o d’alsich 7,4 % a 6 % Vv pripade
pSenice (Zhao et al., 2017). Pri si¢asnom trende sa predpoveda narast priemernej svetove;j
teploty 02,6 az 4,8°C do konca 21. storo¢ia. Nie len tento predpoklad ale aj fakt, ze
populacia nasej planéty z roka na rok rastie zdoraznuje potrebu ziskat’ detailné poznatky
rastlinnej biochémie za podmienok HS, ktoré budi v buducnosti pouZzité na zmiernenie
neziaducich prejavov vysokej teploty (Li et al., 2018). Napriek tomu, ze HS Casto krat
sprevadza salinitny stres, SUCho a intenzivne svetlné Ziarenie je potrebné samostatne
objasnit’ ucinok HS a jeho dosledky, aby sa zmiernili efekty kombinovanych stresov (Bita
a Gerats, 2013).

2.1.1 Vplyv teplotného stresu na biochemické procesy rastlin
Narusenie homeostazy HS sa na bunkovej a molekulovej Grovni prejavuje rychlou
inhibiciou fotosyntézy, ¢o sa odzrkadl'uje poklesom fotosyntetickej kapacity, vykonu

asimilacie, zmenou Struktary tylakoidov, ktoré opuchaji a stracaju svoje charakteristické



usporiadanie. Poskodenie fotosystému II (PSIl), cytoskeletarnych ainych proteinov
sposobuje vysoka teplota (Nazar et al., 2017), pretoze negativne vplyva na konforméaciu
proteinov a podnecuje oxidaény stres. Vplyvom HS najskor dochadza k strate kvartérne;j
Struktary proteinovych komplexov, tym k redukovaniu produktivnych protein-
proteinovych interakcii, ¢o rusi nadviznost’ reakcii v biochemickych drdhach vratane
plynulosti transportu elektronov (v respira¢nom ret’azci a primarnej faze fotosyntézy) a
vedie k produkcii velkého mnozstva ROS (Suzuki a Mittler, 2006). Vysoka teplota
inhibuje transfer elektronov na akceptorovej strane PSII. Peroxidacia membranovych
lipidov a strata ionov manganu z manganového klastru su hlavnymi dovodmi inaktivacie
transportu elektronov na donorovej strane PSII poc¢as HS (Niu a Xiang, 2018).

Proteiny vplyvom HS denaturuji avo vicSej miere si degradované, tak isto
zoxidované proteiny su viac citlivé na uc¢inok proteaz (Reichmann et al., 2018). Oxida¢ne
poskodené a denaturované proteiny maju pozmenenu terciarnu Struktiru. Na povrchu
proteinov sa objavia hydrofobne aminokyselinové rezidua normalne sa vyskytujuce vo
vnutri proteinovej Struktury, ¢o proteinom umoziuje agregovat’ (Pospisil a Yamamoto,
2017). Proteiny PSII st vplyvom radikalov oxidované, Stiepené, priCom mozu medzi
sebou vytvarat’ kovalentné vizby, a tymto spdsobom ireverzibilne agregovat’ (Pospisil
a Yamamoto, 2017). Nadmerna produkcia ROS vyvolava oxidaény stres, ktory
sekundarne sprevadza HS (Niu a Xiang, 2018).

Zvysend produkcia ROS modifikuje nativnu Struktiru makromolekul, poskodzuje
nukleové kyseliny, inhibuje aktivitu RUBISCO a d’alsich enzymov. Enzymy taktiez
dokazu byt inaktivované reaktivnymi formami dusika (RNS) prostrednictvom nitracie
tyrozinov (Begara-Morales et al., 2018). ROS navy$e mozu priamo fragmentovat
RUBISCO (Ishida et al., 1999). Oxidaény stres znizuje mnozstvo fotosyntetickych
pigmentov (Nazar et al.,, 2017). Nadmerna peroxidacia membranovych lipidov
podnecuje osmoticky stres v dosledku zvySovania permeabilty membran, kedy z bunky
unikaju elektrolyty a voda (Parankusam et al., 2017).

ROS napriek svojim toxickym ucinkom plnia signalnu funkciu v biochemickych
procesoch za normalnych aj stresovych podmienok. Pri ich nadprodukcii vSak prevlada

prave toxicita (Suzuki a Mittler, 2006).

2.2 Kyselina salicylova a teplotny stres
Kyselina salycilova (SA) je derivat kyseliny bezoovej s hydroxylovou skupinou na

druhom uhliku zarad’ujuci sa medzi fytohormony. Jej bazalna hladina sa u jednotlivych



druhov rastlin li$i. Je znama hlavne pre svoju nezastupite'nu ulohu v interakcii rastlina-
patogén, kedy na podnet biotickych stresov ako signdlna molekula sprostredkuva lokalne
odpovede a systémovu ziskanu rezistenciu (SAR; Hartmann a Zeier, 2019). Priamo a
nepriamo, ovplyviujuc signalizaciu a syntézu inych hormoénov alebo rastlinnych
regulatorov, sa podiela na riadeni mnohych fyziologickych procesov rastlin vratane
zatvarania stomat, kvitnutia (Cleland a Tanaka, 1979), termogenézy (Raskin, 1992)
a klicenia semien (Lee et al., 2010), d’alej fotosyntézy, respiracie, senescencie (Nazar et
al., 2017).

Je dolezita pre odpoved’ rastlin na abiotické stresy ako st teplo (Clarke et al., 2004),
mraz, tazké kovy, salinita, sucho, vodny stres, pocas ktorych ovplyviiuje fotosyntézu,
metabolizmus osmolytov, antioxidaéna obranu a vodny rezim (Koo et al., 2020), avsak
molekulové mechanizmy pdsobenia SA nie su zatial’ detailne zname (Nazar et al., 2017).

Rastliny, ktoré nedokazu akumulovat’ SA, nie su schopné prezit' akatny HS. SA je
nvyhnutnd pre bazédlnu termotoleranciu. Tie isté rastliny, ktoré sa na kratko vystavia
zvysenej teplote, dokaZu prezit' nasledujuci akitny HS aj v nepritomnosti signalizacie
SA, st teda schopné dosiahnut’ ziskanu termotoleranciu, zvysit’ svoju viabilitu na inak
letany HS (Clarke et al., 2004).

Hladina SA sa zvySuje v odpovedi na HS. U teplom stresovanej Arabidopsis jej
kratkodoby mierny narast mozno zaznamenat’ po 10 min. (Suzuki et al., 2008), pricom
K vyraznej akumulacii SA dochadza v ¢ase 1,5 h od zaciatku HS a jej hladina zostava
zvySena minimalne 7 hodiny pri kontinudlnom pdsobeni HS.Hladina glykozylovanej
formy SA tiez narasta v odpovedi na HS (Clarke et al., 2004).

Transkripény koaktivator AtMBF1c¢ je jednym z hlavnych regulatorov termotolerancie
u Arabidopsis. AtMBF1c je v signalnej kaskade HSR nadradeny SA, trehal6ze a etylénu
(Suzuki et al., 2008).

Utinok exogénne aplikovanej SA zavisi od koncentracie (Rai et al., 2019). SA
sposobuje zlepSenie odolnosti vo¢i chorobam, zvySuje expresiu proteinov suvisiacich
s patogenézou (pathogenesis-related, PR) (Zhang et al., 2010), fotosynteticku aktivitu,
elektronovy transport, mnozstvo chlorofylu (Khan et al., 2013) aktivitu nitratreduktazy,
(Fariduddin et al., 2003). SA podporuje akumulaciu osmoprotektantu prolinu, a
ten zvysenie aktivity fotosyntézy (Khan et al., 2013). Rastlinné pletiva a organy osetrené
SA akumuluju vyrazne viac dusika, fosforu, draslika a spravidla aj mikronutrientov

hor¢ina, vapnika, medi, zinku, manganu, boru a zeleza (Tucuch-Haas et al., 2017).



2.2.1 Biosynteticky aparat SA

Syntéza prekurzorov SA sa urastlin odohrava v plastidoch. Transport hlavného
prekurzoru, izochorizmatu, do cytosolu naprie¢ membranami plastidu sprostredkiva
transportny protein ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 5 (EDS5) (Rekhter et
al., 2019).

Zatial' ¢o u baktérii na produkciu SA z kyseliny chorizmovej stafia 2 enzymy:
izochorizmatsyntaza  (ICS)  aizochorizmatpyruvatlyaza, urastlin je syntéza
komplexnejsia v tom, ze za metabolitom, chorizmatom produkovanym ICS, dochadza
k rozdeleniu biosyntézy SA do dvoch drah. V pripade infekcie patogénom Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) DC3000 rastlina Arabidopsis na svoju obranu produkuje SA,
ale zcelkového vytvoreného mnozstva SA je len 10 % syntetizovany
fenylpropanoidovym  metabolizmom  zavislym  od  aktivity  cytosolickej
fenylalaninamoniak lyazy. Zvysnych 90% ma pdvod v aktivite ICS (Wildermuth et al.,
2001). Nepritomnost homologu bakteridlnej izochorizmatpyruvatlyazy u rastlin (Klessig
et al., 2018) nasvedCuje, ze majoritné mnozstvo SA je produkované odlisSnym
enzymovym aparatom (Chen et al., 2009).

Torrens-Spence a kolektiv (2019), doplnili prazdne miesta biosyntetickej drahy SA
u rastlin, tym, ze priradili funkciu dvom cytosolickym proteinom, podiel’ajicim sa na
akumulacii SA (obr. 2). Protein AvrPphB SUSCEPTIBLE 3 (PBS3) dolezity pre
akumulaciu SA pri utoku patogénu, patri do rodiny GH3 acyladenylaz. Aktivita PBS3 je
spitne inhibovand SA. Druhym enzymom je ENHANCED PSEUDOMONAS
SUSCEPTIBILTY 1 (EPS1) katalyzujtci rozpad produktu PBS3 na dva koncové
produkty, t.j. SA a N-pyruvoyl-L-glutamat (Torrens-Spence et al., 2019).

PBS3 sa vyskytuje len u rastlin ¢el'ade Brassicaceae (Weng a Noel, 2013), do ktorej
spada Arabidopsis, a produkuje in vitro a in vivo dva izoméry izochorizmoyl-glutamatu,
pri¢om EPS1 vykazuje vyrazne vysoku afinitu len pre jeden z nich, navyse tento izomér
podlicha samovolnému rozkladu za vzniku SA a L-pyruvoyl-L-glutamatu (Torrens-
Spence et al., 2019). EPSI je protein z rodiny BAHD acyltransferaz (Zheng et al., 2009),
ktory na rozdiel od ostatnych ¢lenov tejto rodiny obsahuje vo svojom aktivnom mieste
dva seriny ako substituenty konzervovanych aromatickych aminokyselin, Trp a His,
vd’aka ktorym vykazuje vyssie uvedenu aktivitu (Zheng et al., 2009).

S vysledkami Torrens-Spence a kolektiv (2019), suhlasi aj ind nezavisla Stadia
(Rekhter et al., 2019). Rekhter a kolektiv (2019), do svojho experimentu nezahrnuli EPS1



ado uvahy berti hlavne samovolny rozpad produktu PBS3 na SA adalej rozpad
izochorizmatu na SA a pyruvat, druha uvedena reakcia je vSak vel'mi pomala. Tito autori
tiez uvadzaju a experimentalne potvrdili, Ze funkcia a kompartmentacia proteinov 1CS1
(plastid), EDS5 (membranovy obal plastidu) a PBS3 (cytosol), umoziiuje G¢inny tok
metabolitov do cytosolu, ¢o vo vysledku vedie k akumulacii SA v cytosole (Rekhter et
al., 2019). Protein EPS1 sa nezda byt koexprimovany spolu s d’al§imi proteinmi
biosyntézy SA, atak méze mat len doplnkovi funkciu. Pozorovania Torrens-Spence
a kolektivu (2019) naznacuju, ze poc¢iato¢né zvySenie SA v obrannej odpovedi nasledne
pozitivnou spitnou vézbou zvySuje produkciu SA, pricom do tohto procesu je zapojeny
receptor SA, protein NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED 1 (NPR1,
vid. kapitola 2.6). Vztahy medzi obidvoma drahami syntézy SA za ré6znych podmienok
potrebuju byt’ d’alej skiimané a tiez d’alSie proteiny rodiny GH3 acyladenylaz, ktoré mozu
mat rovnaku aktivitu ako EPS1 (Torrens-Spence, et al., 2019).

Hladiny transkriptov EPS1 sa signifikantne zvysili po 24 a 48 hodinach od inokulacie
patogénom P. syringae. Sucasne je tato expresia zavisla na signalizacii Kyseliny

jasmonovej (Zheng et al., 2009).
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Obr. 2 Drahy biosyntézy kyseliny salicylovej (SA) v ramci interakcie rastlina (Arabidopsis) —
patogén (Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000). Majoritné mnozstvo, az 90 %, SA
vznika katalytickou aktivitou proteinov PBS3 (AvrPphB SUSCEPTIBLE 3), ktory vykazuje
ATP-dependentnii a Mg?* dependentnt izochorizmoyl-glutamat syntdzovu aktivitu (IGS, t.j.
tvorbu amidovej viazby medzi Cy uhlikom izochorizmatu a alfa-amino skupinou L-glutamatu za
vzniku izochorizmoyl-glutamatu). EPS1 (ENHANCED PSEUDOMONAS SUSCEPTIBILTY 1)
zastava funkciu izochorizmoyl-glutamat pyruvoyl-glutamat lyazy (IPGL), (katalyzujicej rozpad
izochorizmoyl-glutamatu na SA a L-pyruvoyl-L-glutamat). 1zochorizmoyl glutamat sa spontanne
rozpada vyznamnou rychlostou na SA (upravené pod-ae podl'a Torrens-Spence et al., 2019).



2.3 Oxid dusnaty

Volnym radikalom produkovanym rastlinnymi bunkami v odpovedi na HS spolu s ROS
je taktiez oxdi dusnaty (NO), ako bolo prvykrat preukazané v listoch tabaku vystavenych
teplote 40°C (Gould et al., 2003). Vysoka reaktivita je spolo¢nou vlastnostou s ROS. NO
plni signélnu funkciu u Zivocichov, mikroorganizmov a rastlin. Povazuje za univerzalnu
signalnu molekulu, ktord sa zcastiiuje mnoZstva horménmi regulovanych odpovedi
vrastlinach (Li et al., 2018) napr. zatvarania prieduchov, apoptézy obrany proti
mikroorganizmom SAR (Li etal., 2018). NO mozno oznacit’ za rastovy regulator, pretoze
U rastlin sa vyznamne uplatiiuje vo vyvoji a raste, vratane kli¢enia semien, organogenézy
korena, kvitnutia, senescencie, fotosyntézy (Sami et al., 2018).

K produkcii NO v rastlinnych bunkach vedie viacero oxidaénych a redukénych
procesov, niektoré su katalyzované enzymami, zvys$né prebiehaju nezavisle od

enzymovej katalyzy (obr. 3; Jahnova et al., 2019).

Reductive pathways

Obr. 3 Procesy vedtce k tvorbe NO v rastlinnych bunkach. Nitratreduktaza (NR). Prevzaté
z Sami et al., 2018.



Procesy redukcie dusitanov vedice ktvorbe NO st zatial u rastlin najlepsie
preskiimané a zda sa, ze majoritny podiel NO vznika prave tymto sposobom (Astier et
al., 2018). Nitratreduktaza je zatial’ jedinym potvrdenym enzymatickym zdrojom NO u
rastlin (Rai et al., 2019). Primarnou funkciou nitratreduktazy je redukcia NO3 na NO2',
okrem toho v mensej miere dokaze premienat’ dusitany na NO. Produkcia NO v rastlinach
vSak dodnes nie je uspokojivo objasnena (Parankusam et al., 2017). U Zivoc¢ichov je NO
syntetizovany NO syntazou (NOS), u rastlin vSak nebol najdeny Zivo¢isny homolog
NOS, napriek tomu je tato enzymaticka aktivita detegovana v rastlinnych pletivach (tzv.
NOS-like aktivita) a inhibovana inhibitorom zivoc¢isnej NOS, NG-nitro-L-arginin metyl
esterom (L-NAME; Jeandroz et al., 2016).

NO dokaZze posttransla¢ne modifikovat’ cysteinové rezidud, vo svojej podstate ide 0
redoxnu reakciu -SH skupiny cysteinu a molekuly NO, ¢im vznika S-nitrosothiolova
funkéna skupina (Stamler et al., 2001).

Tato kovalentna modifikacia nazyvana S-nitrosylacia je reverzibilna a moduluje
funkciu mnozstva proteinov. Meni konforméciu proteinov, rozpéja intermolekulové
disulfidové mostiky, ovplyviiuje subcelularnu lokalizaciu, aktivity enzymov, vizbu
kofaktorov (Hu et al., 2015). a zmenu expresie génov prostrednictvom modifikovania
transkripcnych faktorov (Hussain et al., 2016). S-nitrosylacia moze svojim sposobom
branit’ ireverzibilnej karbonylacii proteinov (Sami et al., 2018).

Anabolizmus a katabolizmus S-nitrosothiolov nie je vyhradne enzymaticky proces
(Sami et al., 2018), na tvorbe, odstraniovani a stabilizacii, tejto funk¢énej skupiny sa
podielaju bazické a kyslé aminokyselinové rezidua nachadzajice sa v tesnej blizkosti
tejto skupiny (priblizne 0,8 nm) (Marino a Gladyshev, 2009).

S-nitrosylacia mé svoj vyznam aj v odpovedi na biotické a abiotické stresy, tykajic sa
proteinov metabolickych drah (enzymy glykolyzy, RuBisCO, fotosystémy Ia ll),
signalnych drdhach (transkripéné faktory), cytoskeletu, transportné proteiny,
antioxida¢ny systém (Sami et al., 2018). Rézne enzymy zarhnuté do metabolizmu ROS
a reaktivnych forime dusika podliehaju S-nitrosylacii (Sami et al., 2018).

Na modifikovanie proteinov S-nitrosylaciou je predovsetkym potrebny GSNO. Presun
nitrozoskupiny medzi thiolmi proteinov a nizkomolekulovych peptiodov (GSNO) sa
oznacuje trans-nitrosacia (Jahnova et al., 2019). Molekuly GSNO sluzia ako donor NO,
zasoba NO a dokazu byt transportované floémom rastliny (Kovacs et al., 2015) Hladinu

GSNO v bunkach reguluje GSNOR1 reduktaza, premenou GSNO na oxidovany glutation



a amoniak. Katalyticka aktivita GSNORI1 je inhibovana S-nitrosylacou, ¢o vedie k znizeniu
premeny GSNO (Jahnova et al., 2019).

Autori  Frungillo akoletiv (2014) uvadzaji, ze wurastlin je NO centralnym
komponentom regulujicim dusikovii homeostazu, a to prepojenim s drahou asimilécie
dusi¢nanov. NO je jednym z koncovych produktov dusikového metabolizmu a sam
kontroluje svoju dostupnost’ modulovanim vlastnej spotreby. V principe ide o spitno-
vizbovu inhibiciu, konkrétne NO reaguje s glutationom za vzniku GSNO, nasledne
GSNO inhibuje aktivitu GSNORL1 jej S-nitroslovanim a sti¢asne inhibuje drahu
asimilacie dusi¢nanov, pricom inhibicia tejto drahy znamena v kone¢nom dosledku
znizenie akumulacie NO. GSNOR nepriamo ovplyviiuje mnozstvo biologicky aktivnych
S-nitrosylovanych proteinov (Frungillo et al., 2014).

Reakciami NO s ROS (hlavne superoxidovy anion-radikal a H>O2) vznikaju reaktivne
formy dusika (RNS). RNS hraju dolezita tlohu v biologickych procesoch, ich nadmerna
tvorba ma vsak negativny dopad na bunky (stres), a méze viest’ k apoptéze. RNS dokazu
reagovat S mnozstvom biomolekul, napr. DNA (nitracia, deaminacia, nitrosacia,
dvojvldknové zlomy), sacharidy (depolymerizdcia retazcov) lipidy (nitracia, oxidacia),
proteiny (nitracia, oxidacia) (Tharmalingam et al., 2017). Nitracia tyrozinov ma tak isto ako
S-nitrosylacia dopad na funkciu mnohych proteinov a dochadza knej reakciou
peroxodusitanu (vznikd reagovanim NO so superoxidovym anion-radikdlom) s vedl'ajSim

retazcom tyrozinu (Bartesaghi a Radi, 2018).

2.3.1 Oxid dusnaty a HS

Vplyvom HS bolo pozorované predovSetkym zvySovanie hladiin NO V rastlinach.
Modulécia hladiny NO je kli¢ova v odpovedi na HS, nakolko boli zaznamenané
rozmanité u¢inky NO na biochemické drdhy po modulacii jeho akumulacie. Vysledny
efekt zavisii od viacerych fakotrov, davky NO, ¢asu aplikacie, trvania HS, veku rastliny,
druh rastliny atype pletiva. Tolerancia HS mdze byt zlepSena donormi NO (napr.
nitroprussid sodny — SNP a S-nitroso-N-acetylpenicillamin - SNAP), ktoré obmedzuju
teplom sposobené poskodenie buniek t.j. zvySuji termotoleranciu. (Parankusam et al.,
2017). U Arabidopsis vhodne zvolena koncentracia SNP dokaze zvysit’ termotoleranciu
6 diovych sadenic az o 20 % (Xuan et al., 2010).

Experimentalne bolo pozorované, ze poc¢as HS je NO produkovany hlavne NOS-like
aktivitou a aktivitou nitratreduktazy, ale d’al§ie zdroje nemozno vylucit' (Parankusam et
al., 2017). NO pocas HS je syntetizovany najskor v plastidoch, potom jadre a nakoniec

v cytosole (Gould et al., 2003). Bola pozorovana prechodna akumulacia NO do 5 min. od
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vystavia HS, druha vlna akumulacie NO zacala po 30 min. a vrcholila asi po hodine (Xuan
etal., 2010).

Hoci mechanizmus, ktorym NO reguluje odpovede na HS su nejasné, dokazy
naznacuju existenciu spoluposobenia s ROS, ato aj pri inych abiotickych a biotickych
stresoch, pri fyziologickom raste a vyvoji rastlin (Sami et al., 2018). Stadie ukazuju, Ze
pri HS st NO signalizicii podriadené Ca?* iény a cyklickd ADP-ribéza (cADPR) (Gould
et al.,, 2003). Neznamym mechanizmom spitnej védzby je NO schopny zvySovat
intracelularnu koncentraciu Ca®*, a tym aj signalizaciu Ca?* (Li et al., 2018).

H20: je nadradeny produkcii NO. Jednym z moznych vysvetleni tohto pozorovania je
nadregulacia transkripcie génov biosyntézy NO (Li et al., 2018), ktoré vSak u rastlin nie
st zname (Leodn a Costa-Broseta, 2019).

Exogénne aplikovany NO a donory NO pocas HS zmieriiuji oxidacné poSkodenie
dvomi sposobmi: obmedzovanim nadmernej produkcie ROS a udrziavanim bunkovej
homeostazy (Rai et al., 2019). Aplikované donory NO posobili protektivne
minimalizovanim oxida¢ného poskodenia tym, ze zvysili aktivitu antioxidaénych
enzymov SOD, CAT, POX pocas HS (Rai et al., 2019).

Wu a kolektiv (2015) opisali pravdepodobny mechanizmu Gé¢inku NO v odpovedi na
HS. HS indukuje oxida¢ny stres. Narastajica koncentracia H2O2 zvySuje hladinu NO,
a ten expresiu HSP (donory NO tieZ prispievaju k akumuléacii NO). HSP su potrebné pre
udrziavanie homesotazy proteomu. Akumulovany NO nasledne zvySuje aktivitu
antioxida¢nych enzymov, ktoré detoxikuju ROS (antioxida¢né ucinky). S klesajucou
koncentraciou ROS doznieva signalizacia H2O> a expreisa HSP (Wu et al., 2015). Donory
NO vyznamne zvysili mieru vizby HSF na DNA, ¢o viedlo k zvySenej expresii a
akumulacii HSP (Wang et al., 2014), toto pozorovanie sCasti vysvetl'uje mechanizmus
posbenia NO v HSR a donorov NO zvySujucich termotoleranciu. Napriek tomu, Ze
donory NO (SNP a SNAP) st schopné vyvolat’ produkciu ROS vratane H20: aktivaciou
NADPH oxidaz (Tewari et al., 2008).

U Arabidoipsis pri HS je aktivovany kalmodulin CaM3 a sucasne je nadregulovana
expresia prislusného génu (Xuan et al., 2010). Jednou z funkcii AtCaM3 v HSR je in vitro
ain vivo priamo interagovat s GSNOR, ¢o stimuluje aktvitu GSNOR. Tento kontrolny
mechanizmus, ktorym CaM3 obmedzuje nadmernu akumulaciu NO zabranuej poskodeniu
buniek. Napriek vysokej podobnosti sekvencie kalmodulinov Arabidopsis, AtCaM1
a AtCaM4 posobia na aktivitu GSNOR opacne — obidva kalmoduliny aktivitu znizuja (Zhang
et al., 2020).
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Aplikacia SNP zvysuje rychlost’ Cistej fotosyntézy a transpiracie poc¢as HS (Yan et al.,
2011). Bolo identifikovanych vela S-nitrosylovanych proteinov vratane signalnych
proteinov, z ktorych nasledovné suvisia s odpovedou na HS: kalcium-dependentné
proteinkinazy (CDPK2, CDPK4, CDPK26, kalmodulin), proteiny teplotného Soku
(HSP70, HSP90, HSP91, HSP88, a HSP60) a enzymy, ktoré reguluju bunkovy redoxny
potencial (katalaza, askorbatperoxidaza, monodehydroascorbatreduktaza,
superoxiddismutéaza, glutationperoxidazy, glutaredoxiny, a glutation-S-transferazy) (Hu
et al., 2015). Iné proteiny podstupuju nitraciu tyrozinov pocas HS, napr.: Oxygen-
evolving enhancer protein 2 (OEE 2), vel’ka a mala podjednotka RuBisCO a d’alsie (Sami
etal., 2018).

GSNORI nie je indukovana HS (Lee et al., 2008). Nemusi to vSak pratit’ pre vSetky
rastliny. Aktivita GSNOR je uteplom stresovaného hrachu (Pisum sativum L., cv.
Lincoln) v porovnani s kontrolou vyssia (Xuan et al., 2010), sti¢asne boli zvySené hladiny
NO, celkovych SNO a proteinov s nitrovanymi tyrozinmi (Jahnova et al., 2019).
U slne¢nice (Helianthus annuus L. X55) bol tiez pozorované zvysenie hladiny celkovych
SNO ale znizena aktivita GSNOR pocas HS (Chaki et al., 2011). Pri stresovani (HS)

obidvoch uvedenych druhov rastlin boli dodrzané totozné podmienky (Cas a teplota).

2.4 Draha odpovede na teplotny stres

Odpoved’ou na narusSenie homeostazy bunky a poskodenie bunkovych Struktar vplyvom
HS je aktivacia adaptivneho viacstupiiového procesu — odpovede na teplotny stres (heat
shock response, HSR), ktorej trvanie je docasné a ukon¢ené po dosiahnuti ustalenia
homeostazy (Balogh, et al., 2013).

Na zaciatku signaliza¢nej kaskady HSR stoja senzorové molekuly, ktoré su aktivované
zvySenim teploty. Rastliny disponuji minimalne 4 typmi senzorov schopnymi iniciovat
signalizdciu HSR, menovite ide o kandliky v plazmaléme sprostredkuvajuce flux
vapnikovych i6nov, histonovy snezor v jadre a dva senzory proteinov s nespravnou
konformaciou pritomné v endoplazmatickom retikule a cytosole, t.j. homoloégy HSP
(Mittler et al., 2012).

2.4.1 Vapnikova signalizacia

Biologické membrany, semipermeabilné rozhrania pozostavajuce z dvojvrstvy
predovsetkym fosfolipidov, st prave pre svoju Strukturnu organizaciu najviac citlivé na
zmeny vV teplote. Narast teploty sa odzrkadluje zvySenim fluidity a permeability
membrany. Membrany preto mozu slazit zaroven na monitorovanie teploty
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a identifikovanie druhu stresu (Niu a Xiang, 2018). Na zéaklade doterajSich poznatkov sa
predpoklada, ze Specifické vapnikové kanaliky ako prvé a najrychlejsie registruju ¢o i len
mierne zvySenie teploty, resp. zvySenie fluidity membrany, pricom nasledne indukuju
kratkodoby influx Ca?* z apoplastu do cytosolu, a tymto spdsobom aktivuju rastlinnu
HSR. HS sposobuje signifikantny narast cytosolického vapnika v listoch aj koreni rastlin,
pri¢om v epiderme listov pSenice k nemu dochadza 90 sekund od vystavenia 37°C (Liu
et al., 2003), a u 10 diovych sadenic Arabidopsis 60 sekind od vystavenia 45°C (Liao et
al., 2017).

Influx Ca?* je sprostredkovany vratkovymi kandlikmi (cyclic nucleotide gated
channels, CNGC) u Arabidopsis a Physcomitrella patens (Finka et al., 2012). Geném
Arabidopsis obsahuje 20 putativnych ¢lenov rodiny CNGC (Talke et al., 2003), z ktorych
prave CNGC6 sa uplatiiuje v HSR (Gao et al., 2012). Stimulom pre jeho aktivaciu je
zvySenie membranovej fluidity (Saidi et al., 2009). CNGCS6 je exprimovany vo vsetkych
organoch Arabidopsis (Gao et al., 2012) a experimentalne bolo zistené, ze CNGCG6 je
aktivovano CAMP. Zvysenie fluidity plazmalémy tedy zfejmé& primarne aktivuje nejakt
membranovu nukleotidcyklazu, ktora katalyzuje vznik cCAMP, ktory nasledne aktivuje
CNGC6 (Ohama et al., 2017).

Finka a kolektiv (2012) ukazali, Ze pravdepodobne existuje viacero termosenzorov,
z ktorych kazdy ma rozdielny prah aktivacie teplom aZe pri roznych teplotdch st
aktivované minimalne tri rozne idnové kanaliky. Geném Arabidopsis obsahuje spolu viac
ako 40 putativnych vapnikovych kanalikov, ktoré so¢asne mézu slizit’ ako potencialne
senzory teploty (Niu a Xiang, 2018). Dalsim kanalikom je annexinl (ANN1), ktory sa
podiela na udrziavani vysokej koncentracie Ca®" v cytosole, potrebnej pre stimulovanie
podriadenych signalov pri HS. Je aktivovany neskér ako CNGC6 (Li et al., 2018).
Z pozorovani vyplyva, Ze vapnikové kanaliky v plazmaléme mo6zu byt striedavo otvarané
a zatvarané v procese termotolerancie (Niu a Xiang, 2018).

Medzi skoré udalosti vyvolané HS patri aj aktivacia fosfoinozitidovej signalnej drahy.
Zvysenie membranovej fluidity pocas HS pravdepodobne aktivuje okrem ioénovych
kanalikov aj fosfolipazy a kinazy. U ryze a Arabidopsis boli v plazmaléme identifikované
fosfolipaza D (PLD) and fosfatidylinozitol-4-fosfat-5-kinaza (PIPK). Aktivacia tychto
enzymov sa prejavuje rychlou akumulaciou kyseliny fosfatidovej (PA)
a fosfatidylinozitol-bisfosfatu (P1P2) do 2 min. (Mishkind et al., 2009).

HS aktivuje fosfolipazy C (PLC), najskor AtPLC9, ktora sa tiez podiel'a na zvySovani
Ca?" v cytosole (Gao et al., 2012) a dodatocéne pri dlhsie trvajuicom HS aj AtPLC3 (Gao
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et al.,, 2014). AtPLC3 sa nachadza v plazmaléme a jadre, zatial ¢o AtPLC9 iba
v plazmaléme (Ren et al., 2017). Koncentracia Ca®* v cytosole je pri HS zvy$ovana
taktiez fluxom Ca?* z vnutornych zasob, ktory je sposobeny narastom cytosolického
inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3). Narast IPs dosahuje maximum po 2,5 min od zaciatku
posobenia HS (Zheng et al., 2012). IP3 vznika spolu s diacylglycerolom, ktery zostava
Vv membrane, hydrolyzou jednej molekuly PIP», ktoru katalyzuju aktivované PLC. IP3
moze byt nasledne fosforylovany na IPs, pri¢om obe tieto zlu¢eniny zvysuju hladinu Ca?*
jeho mobilizaciou z intracelularnych zasob (Lemtiri-Chlieh et al., 2003), a to napriek
tomu, ze ziadne vapnikové kandliky, s ktorymi by ako ligandy interagovali IP3 a IPs
neboli u rastlin doposial’ objavené (Li et al., 2018).

HS ainé abiotické stresy sposobuju prechodny nérast cytosolického vépnika
S charakteristickym priebehom v case, ktory sa mdze opakovat, pricom frekvencia
a uroven akumulacie vapnika zavisia od konkrétneho stimulu. Tento koordinovany influx
a eflux Ca?* sa oznacuje ako tzv. vapnikovy profil (calcium signature) (obr. 4), ktory sa

svojim priebehom mdze 1iSit’ v jednotlivych organoch rastliny (Wu et al., 2012).

Root - 28°C -4 37°C
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Obr. 4 Vapnikovy profil cytosolu korenovych buniek ryze Oryza sativa L.. Zaznam dynamiky
cytosolickej koncentracie Ca?* korefiovych buniek ryze ukontroly (28°C) a po vystaveni
teplotnému stresu 37°C (upravené podla Wu et al., 2012).
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2.4.2 Konvertory vapnikovej signalizacie

Signal Ca®* je d’alej prenasany vapnik viazucimi proteinmi, t.j. kalmodulinom (CaM),
kalcium dependentnymi proteinkindzami (CDPK) a NADPH-oxidazami (RBOH,
respiratory burst oxidase homolog), ktoré su aktivované naviazanim Ca?* iénov o im
dovol'uje d’alej regulovat’ vel'a podriadenych bunkovych procesov (Bergey et al., 2014).
Kalmodulin AtCaM3 u Arabidopsis je jednym z esencialnych ¢lankov v signalizacnej
kaskady HS (Zhang et al., 2009), schopnym aktivovat’ transkripéné faktory napr. heat
shock faktor Ala (HSFAla), ¢o vykonava prostrednictvom aktivacie
calcium/calmodulin-binding protein kinase 3 (AtCBK3, tiez znamej ako CDPK-related
protein kinase 1) (Mittler et al., 2012). AtCBK3 fosforyluje HSFALla in vitro (Liu et al.,
2008), avsak nie je zname ¢i HSFAla je fosforylovany taktiez in vivo (Ohama et al.,
2017). AtCaM3 je primarne zahrnuty v aktivacii aj d’alSich transkripénych faktorov
MULTIPROTEIN BRIDGING FACTOR 1c (MBFlc), WRKY DNA-BINDING
DOMAIN SUPERFAMILY PROTEIN (WRKY39) a DEHYDRATION-RESPONSIVE
ELEMENT BINDING PROTEIN (DREB) (Niu a Xiang, 2018). Ca?" a CaM inhibuju
aktivitu GSNOR, ¢o v bunke Sposobuje akumulaciu NO zvySujic termotoleranciu
rastliny (Xuan et al., 2010).

Proteiny z rodiny CDPK po naviazani Ca?* aktivuju svoju kindzovi doménu spustajiic
fosforylaénu kaskadu, ktorej sucastou su pravdepodobne aj mitogenom aktivované
proteinkinazy (MAPK) (Sangwan et al., 2002).

RBOH, transmembranové proteiny v plazmaléme s NADPH oxidazovou aktivitou,
produkuju superoxidové anionradikaly do apoplastu v odpovedi na abiotické a biotické
stresové stimuly (Suzuki et al., 2011a). RBOH je aktivovany naviazanim Ca®" iénov
motivmi EF-ruky (EF-hand) na strane cytosolu, RBOHs st nasledne schopné oxidovat’
cytosolicky NADH a elektron ziskany tymto dejom prechadza redoxnymi centrami
Vv membranovej doméne RBOH az na stranu apoplastu, kde reaguje s molekulou kysliku
za vzniku superoxidového anion-radikalu (Kadota et al., 2015). Aktivita RBOH je priamo
regulovana koncentraciou Ca®" v cytosole (Ogasawara et al., 2008). Okrem toho ju
fosforylovanim dokazu aktivovat’ aj CDPK a CBL INTERACING PROTEIN KINASE
26 (CIPK26) (Drerup et al., 2013), ¢o vsak nebolo zistované v ramci odpovede na
teplotny stres (Li et al., 2018). Aktivita RBOH je regulovana S-nitrosylaciou. Tato
posttranslaéna modifikacia inhibuje aktivitu AtRBOHD (Yun et al., 2011)

15



243 Reaktivne formy kyslika (ROS)

Rovnovaha medzi produkciou a odstranovanim ROS je dblezita pre prezitie organizmov
a jej zmeny vedou ke zménam hladiny ROS a predstavuju tak formu signalizacie. Pocas
HS rastlinné bunky produkuju zvysSené mnozstvo ROS. V protoplastoch Arabidopsis
vplyvom teploty 42°C po dobu 45 sekind dochadza k signifikantnej akumulécii ROS,
ktora vrcholi po 3 minatach a nasledne 10 min. postupne klesa na zakladna hladinu. ROS
spolu s vapnikom st teda sucast'ou skorej fazy HSR (Li et al., 2018).

HS indukované ROS maju pdvod hlavne v chloroplaste, mitochondriach,
peroxizomoch a plazmaléme (Choudhury et al., 2017). Vapnikom aktivované RBOHD
produkuji superoxidovy anion-radikal, ktory je premienany superoxiddizmutazou (SOD)
na H202 schopny prechadzat’ cez akvaporiny (Bienert et al., 2007), do vnutra bunky, kde
reguluju bunkové odpovede na teplo. H202 je povazovany za jedného z klicovych
druhych poslov, k jeho akumulacii dochadza par min. od vystavenia HS (Niu a Xiang,
2018). H202 moze aktivovat Specifické MAPK, Arabidopsis NPK1-LIKE protein kinazu
(ANP1), ktord iniciuje fosforylaénti kaskadu, aktivujucu podradené kinazy MAPK3
a MAPKG®, ktoré pocas HS fosforyluju HSFA2 (Evrard et al., 2013) a HSFA4a (Pérez-
Salam¢ et al., 2014), ¢o podmienuje aktivaciu a presun oboch tychto faktorov do jadra
HSFAZ2 do jadra. HS aktivuje tiez MAKP4, ktora fosforyluje HSFA4a (Andrasi et al.,
2019).

Zvysena hladina ROS v apoplaste moZe tiez indukovat’ akumuléciu intracelularneho
Ca2*, pravdepodobne prostrednictvom Ca?" kanaliku ANN1 (Liao et al., 2017). Hoci
vysoké hladiny ROS su skodlivé pre bunky, nizSie hladiny ROS, plnia doleziti Gilohu
v bunkovej signalizicii, v rdmci regulacie ziskanej termotolerancie je to predovSetkym
H20- (Volkov et al., 2006). Predpoklada sa, ze niektoré heat shock transkripéné faktory
u rastlin mézu byt priamo aktivované H202 (Miller a Mittler, 2006).

2.4.3.1 Siihra ROS a Ca* signalov v podobe vin

Mnohé abiotické stresy ako sucho, salinita, chlad, teplo a vysoké oziarenie posobiace
lokalne vyvolavaja systémové odpovede prostrednictvom elektrickych a hydraulickych
signalov schopnych §irit’ sa z bunky na bunku do vzdialenych pletiv. Obdobny jav dokaze
sprostredkovat’ striedava produkcia ROS sprevadzana fluxom Ca?* ionov (Miller et al.,
2009). Signalizacia prostrednictvom takychto Ca?* a ROS vin sa iri pletivami postupne
do celej rastliny (obr. 5A) (Gilroy et al., 2016), kde spusta systémové odpovede na
abioticky stres (Miller et al., 2009).
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Pre propagaciu ROS vin je potrebnd RBOHD izoforma, ktora je fosforylovana CDPK5
(CPKS5), pripadne inymi CDPK, ktoré mozu byt’ aktivované ROS (Dubiella et al., 2013)
a eSte SOD, ktora dismutuje superoxidovy anion-radikal na H2O2 (Miller et al., 2009).

HS a dalSic abiotické stresy (salinita, intenzivne svetlo, mechanické poranenie)
vyvolavaju flux Ca®* do cytosolu rastlinnych buniek, ktory aktivuje RBOH (Choudhury
etal., 2017). Aktivované RBOHs stresovanych buniek generuju ROS do apoplastu, tento
signal je vnimany okolitymi aj nestresovanymi bunkami, v ktorych sa sptst’a flux vapnika
podmieniujaci aktivaciu  RBOHD. Novoaktivované RBOHD produkuji ROS do
apoplastu, ¢im spastaju novy cyklus vzdjomnej aktivacie vapnikovych kandalikov

a RBOHD v dalsich susediacich bunkach (obr. 5B) (Miller et al., 2009).

A H,0, H.0, H,0,
A ¢ :

RbohD ! y RLK I [ RbohD I RbohD

PIP PIP

o "
; CPKS, X CPKS5,
Gat* —» CBLs- Cat* —» CBLs-

Bright field 0 min 1 min 5 min 10 min

Obr. 5 Propagicia Ca** a ROS vin v rastlinnych pletivich spustena abiotickymi stresmi. A)
Schéma propagécie Ca?* a ROS vin u rastlin stresovanych teplotnym stresom, NADPH-oxid4za
(RbohD), akvaporin (PIP), receptor-like kinaza (RLK), kalcium dependentnd proteinkinaza 5
(CPKS5). A vapnik viazuce proteiny (CBLs) s kalcium dependentnymi proteinkinazami (CIPKS)
potencialne zahrnutymi do propagacie vin (prevzaté zo Zhu, 2016). B) Zaznam bioluminiscencie
luciferinu odrazajucej produkciu ROS a systémové Sirenie ROS pletivami Arabidopsis (prvy
obrazok — nadzemna cast’ rastliny vo svetelnom poli; prevzaté z Mittler et al., 2011).
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Pocas HS dochéadza rovnako k Sireniu elektrickych signélov do vzdialenych pletiv,
napr. z listu do korena Arabidopsis je potrebna izoforma RBOHD, ktora pravdepodobne
akumulaciou ROS na vonkajSej strane plazmalémy moéze vyvolat depolariziciu
membrany, a tak tvorbu a Sirenie elektrickych signalov (Suzuki et al., 2013).

Stresom spustené Ca?* a ROS viny sa mdzu pohybovat rychlostou prevysujucou
1 mm/s (Choi et al., 2014), limitne az 8,4 cm/min u Arabidopsis (Miller et al., 2009).
Tieto viny sposobuju transkripéné odpovede vo vzdialenych pletivach, napr. vratane
indukcie  MULTIPROTEIN BRIDGING FACTOR 1c (MBFIlc), potrebné pre
prispdsobenie sa HS (Suzuki et al., 2013). Elektrické signaly su rychle, pravdepodobne
slizia ako vSeobecné stresové signaly predchadzajuce tym chemickym (napr.
fytohormény ainé signalne molekuly schopné transportu rastlinou), lebo zrejme

neobsahuju privela informacii o $pecifickom podnete, ktory ich vyvolal (Miller et al.,
2009).

2.5 Prepojenie signalnych drah SA a NO pri teplotnom strese

HS zvysuje hladinu volného Ca?* aj vplyvom signalizicie NO (Gould et al., 2003).
Kalmodulin reguluje mieru transkripcie izochorizmatsyntazy pocas HS interakciami
s DNA viazucimi proteinmi, zahfiiajuc transkripéné faktory CALMODULIN BINDING
PROTEIN 60-like g (CBP60g) a jeho homolog SAR Deficient 1 (SARD1) (Gilroy et al.,
2016), ktoré sa viazu na promotory regulatorov rastlinnej imunity (Sun et al.,
2015), promotor izochorizmatsyntazy 1 anadreguluju ich expresiu, ¢im zvySuja
produkciu SA regulaciou na transkripénej urovni (Gilroy et al., 2016). Dal$im prikladom
je transkripény faktor CALMODULIN-BINDING TRANSCRIPTION ACTIVATOR
3/SIGNAL RESPONSIVE GENE 1 (CMTAZ3/SR1), ktory sprostredkiiva aktivaciu
transkripcie kanalikov chloroplastovej membrany EDS1 ajeho homoldogov EDS4
a EDS5 (Kohli et al., 2017). EDSS5 je kanal v membrane plastidov sprostredkuvajuci
transport prekurzoru SA do cytosolu (Rekhter et al., 2019).

Genetické Stadie vykonané Xuan a kolektiv (2010) ukézali, ze NO pocas HS zvysuje
transkripciu AtCaM3 a indukuje termotoleranciu prostrednictvom aktivacie AtCaM3,

ktora je podradena signaliza¢nej funkcii NO.

2.6 Receptory SA

Receptorom SA je NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1
(NPR1), ktory ako kl'icovy transkripény regulator podla stidie Ding a kolektiv (2018)
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zabezpecuje indukciu expresie 1107 obrannych génov Arabidopsis vratane esencialnych
imunitnych regulatorov.

Vizba SA na NPR1 je Cu?* dependentnd, iény Cu?* interaguju s Cys521 a Cys529,
¢o vedie ku konformacnej zmene NPR1, kedy sa odpoji C-termindlna - transaktivacna
doména od autoinhibi¢nej N-terminalnej domény, skratene oznacovanej BTB/POZ
doména (broad complex, Tramtrack and Bric-a-bric/Poxvirus and Zinc finger domain)
(Wu et al., 2012). Nasledne je NPR1 fosforylovany, aby mohol prejst’ do jadra, kde
interaguje S transkripnym faktorom TGACGTCA CIS-ELEMENT-BINDING
PROTEIN (TGA). (Ding et al., 2018). Pre tato interakciu, regulujicu génova expresiu,
je nevyhnutné, aby bol NPR1 vo forme monomérov. NPR1 tvori v cytosole za
normalnych podmienok oligomér. Jeho podjednotky su kovalentne stabilizované
disulfudovymi vizbami medzi Cys82 a Cys216 (Mou et al., 2003).

Samotna SA nie je schopna priamej monomerizacie NPR1 (Wu et al., 2012). Tento

dej je sprostredkovany redoxnymi udalostami v bunke, ktoré suvisia s potlacenim
odpovedi kyseliny jasmonovej, ¢o sprostredkuva prave SA (Maruri-Lopez et al., 2019).
Napriek tomu, ze mechanizmus nie je presne zndmy, pre redukciu disulfidovych vézieb
st potrebné thioredoxiny TRX-h3 a TRX-h5 (Tada et al., 2008). Opacény proces,
t.J. oligomerizaciu vyvolava S-nitrosylacia Cys156, pricom donorom NO je GSNO
(obr. 6; Tada et al., 2008).
Arabidopsis obsahuje paralogy NPR1, konkrétne NPR2, NPR3 a NPR4, ktoré taktiez
funguju ako receptory SA viazuce sucasne TGA, ktoré plnia svoju funkciu v bunkovom
jadre (Ding et al., 2018). Ding a kolektiv (2018), demonstrovali, ze NPR3 a NPR4 majt
opaénii funkciu ako NPR1. U¢inok NPR proteinov zavisi od koncentracie SA. V pripade
nizkych hladin SA proteiny NPR3 a NPR4 reprimuji génovll expresiu obrannych génov
(napr. SARDL1 a transkripénych faktorov WRKY70, ¢im sa predchadza negativnemu
dopadu na rastlinné imunitné odpovede (Ding et al., 2018).

Zvysené a vysoké hladiny SA inhibuju funkciu transkripénych korepresorov, NPR3
a NPR4, a naopak aktivuju transkripény koaktivator NPR1, takze vo vysledku dochadza
k aktivnej expresii inak uml¢anych génov, SA v principe vystupuje ako induktor génov

podriadenych NPR1 (obr. 6) (Ding et al., 2018).
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Obr. 6 Regulacia transkripénej aktivity NPR1/3/4 vplyvom SA a NO. A) Posttranslacné
modifikdcie NPR1 sprostredkované signalizaciou SA a NO. Stru¢né zndzornenie expresie
podriadenych génov NPR1 (prevzaté z Rai et al., 2019). B) Vplyv koncentracie SA na expresiu
génov. Pri nizkej koncentracii SA regulatory NPR3 a NPR4 reprimujii expresiu. Vysoka
koncentracia SA indukuje expresiu prostrednictvom NPR1 (prevzaté z podl'a Ding et al., 2018).

Transkripcia tychto génov je dodato¢ne regulovana ubikvitinaciou. Cullin-RING
Ligase 3 (CLR3) pripojenim mensiecho mnozstva ubikvitinov na NPR1 maximalizuje
intenzitu transkripcie, v porovnani s tym polyubikvitinacia pisobenim E4 ligize UBE4
podporuje jeho proteazémovi degradaciu. Naproti tomu tzv. proteazomom asociované
deubikvitinazy UBP6 a UBP7 vykazuju opa¢nt funkciu nez UBE4, ktorou obmedzuju
degradaciu NPR1 (Skelly et al., 2019). Pre aktivaciu NPR1 je tiez dodlezita jeho
sumoylacia (Saleh et al., 2015).

2.7 Proteiny teplotného Soku

Proteiny teplotného Soku (heat shock proteins, HSP), boli objavené v spojitosti s HS,
kedy st rychlo a ucinne akumulované v prokaryotickych a eukaryotickych bunkach

roznych typov organizmov. Pod toto oznacenie spada rada evolu¢ne konzervovanych
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proteinov S cytoprotektivnymi ti¢inkami, ktoré chrania bunky udrziavanim proteinove;j
homeostazy poc¢as HS. Proteiny st dlhé ret'azce aminokyselin, ktoré pre spravnu funkciu
musia V priestore zaujat’ uréitu sekundarnu, terciarnu, pripadne kvartérnu Struktaru,
t. j. nativny stav. Vysoka teplota narasa priestorovu skladbu proteinov, denaturuje ich,
a proteiny v tomto stave maju Skodlivy vplyv na bunky. Udrziavanie homeostazy
protedmu, proteostdzy, zahfila kontrolu a riadenie biosyntézy, degradacie, spravneho
skladania, translokacie a pod. V prostredi bunky plnom velkého mnozZstva rdznych
proteinov (Chen et al., 2018).

V zivych bunkach za fyziologickych podmienok ATP-dependentné HSP mézu tvorit
3 az 5% celkového mnozstva proteinov a pri HS toto ¢islo narasta (Goloubinoff et al.,
2018).

Hlavnymi a konzervovanymi regulatormi HSR su transkripéné faktory tzv. heat shock
faktory (HSF), ktoré ako terminalne zlozky signalnej kaskady HSR priamo zabezpecuju
zvySenu expresiu HSP a d’alsich HSF responzivnych génov. HSF sa uplatiiuju v ramet
odpovede na akumulaciu cytosolickych nespravne zbalenych proteinov, hovorime o tzv.
cytoplazmatickej proteinovej odpovedi (CPR; Lin et al., 2018).

HSP nie st indukované vyhradne HS, ale aj inymi abiotickymi a biotickymi
stressormi, napr. patogénmi (Tuang et al., 2019), vplyvom tazkych kovov, UV, aj
chladovym stresom (Park a Seo, 2015). Okrem toho HSP st konstitutivne pritomné
Vv nizkych koncentraciach nie len v cytosole ale aj v dalsich bunkovych kompartmentoch:
mitochondriach, plastidoch, endoplazmatickom retikule a jadre (Park a Seo, 2015),
nakol’ko st nevyhnutné pre zivotaschopnost anormalne bunkové deje, pretoze
udrziavaju homeostazu protedému (Qu et al., 2013). Niektoré HSP st produkované
vyhradne v ur¢itych vyvojovych stadiach (Tian et al., 2012), napr. cytosolarny HSP100,
ktory je inak indukovany HS (Lee et al., 2007).

2.7.1 Funkcia HSP

Siroké spektrum funkcii HSP bolo dosiahnuté v priebehu evolicie amplifikaciou a
diverzifikaciou HSP. R6zne HSP mo6zu kooperovat’ s kochaperénmi (proteiny potrebné
pre funkciu HSP) aj medzi sebou navzajom, ¢im sa expanduje repertoar funkcii HSP
(Mayer a Bukau, 2005). Za fyziologickych podmienok plnia viacero nezastupitelnych
funkcii v udrziavani funkéného protedmu. Ako tzv. chaperony zabezpecuju spravne
skladanie denaturovanych proteinov aj nascentnych polypeptidovych retazcov. Dalej

sprostredkovavaju  translokaciu  organelovych asekre¢nych proteinov naprie¢
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membranami, kedy docasne udrziavaji protein vV nezlozenom alebo €iastocne zloZzenom
stave, zabrafiuji agregovaniu a solubilizuju proteinové agregaty, sprostredktivaji
nekovalentné spajanie a disociaciu proteinovych podjednotick oligomérov, podiel'aji sa
vSeobecne na degradacii proteinov (Santoro, 2000). Proteiny uréené na odstranenie su
degradované ubikvitin-proteazOmovym systémom alebo autofagiou (Amm et al., 2014).
Ma a kolektiv (2019), demonstrovali, ze maly mitochondrialny GhHSP24.7 fyziologicky
aktivuje kliCenie semien pri dosiahnuti priaznivej teploty prostredia.

HSP v skuto¢nost’ neobsahuju informaciu o spravnom skladani ale skor zabranuju
neproduktivnym interakciam (Sekhar et al., 2018). Rozpoznanie substratu je esencialne
pre biologicku funkciu HSP. Rozpoznanie sa uskutocituje interakciami s hydrofobnymi
oblastami nezlozZenych, ¢iastoéne denaturovanych a nespravne zbalenych (misfolded)
proteinov a obnovuji ich funkénti konformaciu v zavislosti od energie ATP (Bukau
a Horwich, 1998).

HSP, ktorym sa pripisuje iba tvorba nativnej konformdacie sa oznacuju ako
chaperoniny. Chaperoniny su triedou chaperonov, a preto sa mdzu zovSeobecnene
nazyvat chaperony. NajéastejSie sa chaperoninmi oznacuju HSP60 (Slavotinek a
Biesecker, 2001). Hlavnymi ATP dependentnymi molekulovymi chaperonmi buniek st
prave chaperoniny a systém chaperénov HSP70 (Feldman a Frydman, 2000).

HSP pocas HS zabrafiuji misfoldingu proteinov, obnovuju ich spravnu konformaciu,
¢im obmedzujl tvorbu agregatov, zabezpecuju ich solubilizaciu a poméhaju stabilizovat’
membrany (Chen et al., 2018), pomahaji chranit’ DNA pred fragmentaciou a degradaciou
(Cho a Choi, 2009).

2.7.2 Odpovede na urovni konformacie proteinov

Vysoka teplota negativne ovplyviluje konformaciu, priestorovi skladbu proteinov,
spravne svoju funkciu a pre bunky su toxické. Proteiny S nespravnou konforméciou
aktivuju v cytosole tzv. cytoplazmaticka proteinovi odpoved’ (cytoplasmatic protein
response, CPR) a analogicky proces v endoplazmatickom retikule (ER), tzv. odpoved’ na
nespravnu konformaciu proteinov (unfolded protein response, UPR). Oba tieto procesy
stimuluju expresiu hlavne HSP70 a HSP90, ktoré sprostredkiivajii spravne skladanie
proteinov a udrZiavanie ich konformacnej integrity (Sugio et al., 2009).

Napriek zhode v mechanizme spustajicom obidve odpovede, t.j. inducibilite

denaturovanymi proteinmi, CPR aj UPR sa mechanizmami aktivacie podriadenych
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transkripénych regulatorov modifikujucich génovu expresiu znacne lisia. CPR aktivuje
génovu expresiu HSP prostrednictvom HSF, zatial’ ¢o u eukaryot UPR je sprostredkovana
tromi drahami (UPR arms) vd’aka trom transkripénym faktorom typu bazicky leucinovy
zip (basic lucine zipper, bZIP; Sugio et al., 2009).

Priestorova a funk¢na diferencidcia UPR a CPR umoznuje preciznu regulaciu expresie
podriadenych génov, pretoze vznik nespravne zbalenych proteinov je bezny jav pre ER,
nakol’ko v danom kompartmente neustale prebiehaju tvorba, maturacia a posttranslacné
modifikovanie proteinov (Li et al., 2017). Viac ako tretina vSetkych proteinov prejde
sekre¢nou drahou ER (Niu a Xiang, 2018). Uvedené procesy sa odohravaju fyziologicky
V roznej intenzite v zavislosti na stave bunky. Vysoka teplota ma rovnako negativny
dopad na proteiny v cytosole aj endoplazmatickom retikule. Produkcia a akumulacia
nespravne poskladanych a neposkladanych proteinov sa oznacuje ako ER stres (Afrin et
al., 2020). Ak nastane situacia, kedy je homeostaza ER trvale narusena, zahaji sa
programovana bunkova smrt’ (Niu a Xiang, 2018).

U rastlin sa dobre preskimané dve signalne drahy (obr. 7), ktoré sa aktivuji ER
stresom. Na zaciatku prvej drahy UPR vystupuje integralny protein membrany ER tzv.
inositol-requiring enzyme-1 (IRE1), ktory svojou senzorovou doménou orientovanou do
lumenu ER rozpoznava nespravne zbalené proteiny. Po interakcii s takymto proteinom sa
aktivuje RNazova doména IRE1 na cytosolickej strane ER membrany (Korennykh a
Walter, 2012), ktora odstraniuje segment 32bp z mRNA kodujlicej membranovo kotveny
transkripény faktor bZIP60. Upravena mRNA bZIP60 podstupuje translaciu, s tym ze
vysledny proteinovy produkt neobsahuje transmembranovi doménu, vd’aka ¢omu je

translokovany do jadra, kde aktivuje expresiu génov (Deng et al., 2011).
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Obr. 7 Tri signalne drahy odpovede na nespravnu konformaciu proteinov (UPR) u rastlin.
Prva draha zacina aktivaciou (oligomerizacia a autofosforylacia — oznac. hviezdickami) inositol-
requiring enzyme-1 (IRE1). Nezostrihana mRNA kodujuca transkripény faktor typu bazicky
leucinovy zip (bZIP60u, zostrihand bZIP60s), imunoglobilin binding protein 3 (BiP), SITE-1
a SITE-2 proteazy (S1P a S2P), kinaza General Control Non-repressible 2 (GCN2), eukaryoticky
iniciaény faktor 2o (elF2a), transkripény faktor (TL1-binding factor, TBF1) (upravené podla
Afrin et al., 2020).

V pripade druhej drahy UPR sa zle zlozené proteiny vV limene ER viazu s homolégom
HSP70 tzv. imunoglobulin binding proteinom 3 (BiP3). BiP3 je tymto vytesneny z viazby
na transkripéné faktory bZIP17 a bZIP28, ktoré su asociované s membranou ER
prostrednictvom svojich transmembranovych domén. Tieto transkripéné faktory po
disociacii BiP3 sa transportuju do Golgiho komplexu, kde st posttranslacne
modifikované t.j. proteolyticky Stiepené proteazam SITE-1 (S1P) s SITE-2 (S2P), ktoré
odStiepia transkrip¢né aktivacné domény tychto faktorov. Uvolnené transkripéné
aktivaéné domény vstupuju do jadra, kde reguluju expresiu génov (Liu et al., 2008).
Napriek tomu, ze u Arabidopsis existuje zivo¢isSny homolog S1P aktiva¢ny mechanizmus
vyuziva inu zatial’ blizSie neidentifikovanu proteazu, eventualne proteazy (Iwata et al.,
2017).

U cicavcov vramci tretej signalej drahy UPR (obr. 7) dochada k fosforylacii
eukaryotického iniciaéného faktoru 2o (elF2a) prostrednictvom $tyroch kinaz, jednou
znich je General Control Non-repressible 2 (GCN2) (Jiang et al., 2006). Gendém
Arabidopsis obsahuje jediny GCN2, ktory je aktivovany vplyvom viacerych biotickych
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a abiotickych stresov (Afrin et al., 2020). Jedho funckiou je inhibicia inhibicia translacie
(Krishnamoorthy et al., 2001). U rastlin je mechanizmus aktivacie GCN2 neznamy.
Doteraz nebol objaveny homoldg cicav€ieho senzoru nespravne zbalenych proteinov
(PERK), ktory je nadradeny GCN2. Alternativny mechanizmus aktivacie GCN2 spociva
v akumulacii nenabitych tRNA a ich interakcii s GCN2 (Afrin et al., 2020).

HS aktivuje bZIP60 prostrednictvom IRE1 (Deng et al., 2011) a taktiez bZIP28 (Gao
et al.,, 2008). Nagashima a kolektiv (2011) zistili, Ze u Arabidopsis za normalnych
podmienok exogénne aplikovana SA (0,5mM) indukuje gény UPR.

2.7.3 Zmeny génovej expresie pocas teplotného stresu

V priecbehu HS moézeme rozlisit’ tri fazy. V prvej faze je preprogramovana génova
expresia, blokuje sa expresia prevadzkovych génov. Pocas druhej fazy sa akumuluji
chaperony a iné ochranné proteiny. Tretia faza zahifia zmeny spojené S navratom do
normalneho stavua obnovou expresie prevadzkovych génov, ktoré smerujuk
pokracovaniu normalneho vyvoja rastliny (Chan-Schaminet et al., 2009). Transkriptom
je subor vsetkych RNA molekul transkribovanych za urcitych podmienok v bunke.
Transkriptom reprezentuje okamzity stav bunky je dynamickou zalezitost'ou a plati, ze
HS podnecuje jeho komplexnti zmenu (Larkindale a Vierling, 2008).

Rychla akumulacia HSP pri HS znamena, Zze dochadza k prudkej zmene génove;j
expresie. Vseobecne pocas stresov dochadza k nadregulacii aj podregulacii mRNA. Pri
HS u Arabidopsis majoritné mnozstvo transkriptov je podregulovanych (Larkindale a
Vierling, 2008), ¢o podl'a Merret a kolektivu (2013), naznacuje existenciu degradacne;j
drahy pre mRNA. Ich hypotéza sa opiera 0 fakt, Ze u sadenic Arabidopsis na zaciatku
HSR je 25 % celkového transkriptomu (viac ako 4500 mRNA) rychlo degradovanych v
smere 5'-3" katalytickou aktivitou exoribonukledzy XRN4. Znamenalo by to, Ze rastliny
st schopné takymto sposobom regulovat’ HSR na posttranskripénej irovni (Merret et al.,
2013).

V ramci HSR je len priblizne 5% transkriptomu Arabidopsis aspon dvojnasobne
nadregulovanych. Z toho mnozstva len zlomok koéduje HS indukované chaperony,
konkrétne 88 z 1780 u Arabidopsis. Zvysok poolu tvoria transkripty kodujiice produkty
ucastniae sa Ca?* signalizacie, proteinovej fosforylacie, transkripénej regulacie,
translacie, sekundarnych metabolitov, signalizacie a metabolizmu cukrov, lipidov,
RNA a fytohormonov (Mittler et al., 2011).
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Expresia cytosolarnecho HSP100 (ClpB) ryze je regulovana na transkripcnej aj
posttranskripénej urovni. Tento d’al$i level regulacie zabezpecuje neprekladana oblast’ na
5" konci (5'UTR) mRNA (Mishra et al., 2016). Dévodom je skuto¢nost, ze u eukaryot
pocas HS je proteosyntéza z vdcsej Casti inhibovana (Mishra s Grover, 2019), pretoze je
zastaveny krok iniciacie translacie zavislej od ¢iapocky (Dinkova et al., 2005), konkrétne
interakcia medzi 7-metylguanozinovou ¢iapockou a eukaryotickym  iniciaénym
faktorom-4F (elF4E) (Mishra a Grover, 2019).

Vzhl'adom na to, ze HSP100 je primarne indukovany a syntetizovany pocas HS
znamena to, ze syntéza tohto proteinu prebieha nezéavisle od funkcie ¢iapocky (Mishra et
al., 2016). Mishra et al., 2016 to vysvetluju tym, ze S"UTR mRNA ClpB obsahuje
putativny vnatorné miesto pre vstup ribozomu (internal ribosomal entry site, IRES), ktoré
umozhuju priame rekrutovanie ribozomu spdsobom nezavislym od ¢iapocky, ako to
vyuzivaju mnohé virusy pre syntézu svojich proteinov. To isté¢ plati aj pre S"UTR
MRNA HSP101 kukurice (Dinkova et al., 2005). V semenach ryze za normalnych
podmienok 5'UTR nie je potrebna pre expresiu, ale vo vegetativnom §tadiu zmena v
putativnej sekvencii IRES znamena takmer nulovu expresiu ClpB pocas HS (Mishra et
al., 2016). Podl'a Meyer akolektiv (2015) je oznacenie IRES cCastokrat nespravne,
nakol'ko dané oblast mRNA neobsahuje komplexné Struktare prvky charakteristické pre
viralne IRES.

Doteraz bolo identifikovanych viac ako 100 post-transkripénych modifikédcii RNA
molekul. Metylacia adeninu na atome N° je jednou z najéastejsich modifikacii RNA
poolu (Yue et al., 2019). Meyer a kolektiv (2015) na nadorove;j linii HeLa buniek ukazali,
7e mRNA s N®-metyladenozinom (m°A) vo svojej neprekladanej oblasti 5"UTR moze
podstipit’ translaciu nezavisle od 7-metylguanozinovej ¢iapocky. V bunkach pri HS
dochadza k intenzivnejSiemu modifikovaniu 5"UTR mRNA poolu, ¢o umoziiyje ich
translaciu pocas HS, kedy je zblokovana iniciacia proteosyntézy zavislej od ¢iapocky.
Modifikacia m6A sposobuje priame viazanie eukaryotického iniciacného faktoru-3
(elF3), ktory nasledne rekrutuje 43S preiniciatny komplex umoziujici zaciatok
translacie (Meyer et al., 2015).

Pocas HS u HelLa buniek jedna z pomedzi intenzivne transkribovanych mRNA koduje
HSP70, pricom je post-transkripne modifikovana metylaciou (m6A) vo svojej S'UTR
¢o nasledne umoziuje intenzivnu proteosyntézu a akumuléciu HSP70, hoci je translacia

zavisla od ¢iapocky zablokovana (Meyer et al., 2015).
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2.7.4 Heat shock faktory rastlin

Rastliny v porovnani s inymi organizmami disponujt az desiatkami HSF, ktoré formuju
komplexnu regulacnu siet’ nevyhnutna pre zvladanie a prekonévanie vyziev spojenych
S0 sesilnym spdsobom Zivota rastlin a dynamickostou podmienok zivotného prostredia
(Sugio et al., 2009). U Arabidopsis existuje 21 HSF (obr. 8) deliacich sa do 3 tried (A, B
a C) a 14 skupin (A1-9, B1-4 a C1), u Solanum lycopersicum je ich 26 (Yang et al.,
2016) u psenice pravdepodobne 56 (Xue et al., 2014), zatial’ ¢o u I'udi Sest’ (Gomez-
Pastor et al., 2017) a u kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) len jeden (Bonner et al.,
2000). Lokalizacia HSF je dynamicka zalezitost. HSF st distribuované medzi jadrom
a cytosolom. HSF vo svojej molekule obsahuje viacero funkénych domén (obr. 8), ktoré
su urastlin konzervované a zabezpecujii hlavne trimerizaciu, transport do jadra,
rozpoznanie HSE a interakcie s transkripénym aparatom (Koskull-Doring et al., 2007).

Clenovia rodin rastlinnych HSF sa v ramci HSR lisia svojou funkciou a dynamikou
expresie, ¢im je HSR rastlin presne regulovana na transkrip¢nej urovni (Ohama et al.,
2016). Rastlinné HSF triedy A sa odliSuji od HSF ostatnych Zivych organizmov
inzerciou 21 aminokyselin v oligomeriza¢nej doméne. Navyse unikatnou zvlastnost'ou
rastlinnych HSF triedy B je schopnost’ reprimovat’ transkripciu HSF triedy A (Ikeda et
al., 2011).

Okrem zna¢ného poctu HSF d’alSiu uroven diverzity predstavuje schopnost HSF
tvorit’ heterooligoméry. U rajéiny vznik tychto Struktur je sprostredkovany viacerymi
interakciami oligomeriza¢nych domén dvoch HSF triedy A (HSFA1 a HSFA2), pricom
rozne Casti oligomerizacnej domény (HR-A a HR-B vratane casti linkera, ktory ich
prepaja) sa podielaju na selektivnych interakciach veducich k tvorbe a stabilizacii
hexamérov, zlozenych dvoch HSFA2a HSFA1 homotrimérov (obr. 8). Tvorba
heterohexamérov je Specificky uprednostinovana pred tvorbou homohexamérov (Chan-

Schaminet et al., 2009).
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Obr. 8 Rastlinné heat shock faktory a tvorba oligométov. A) Zjednodusena Struktara rastlinného
Heat Shock faktoru A2 z Arabidopsis.(AtHSFA2). Smerom od N-konca nachadzame DNA
vizobni doménu (DNA binding domain, DBD) v tvare motivu helix-otocka-helix (helix-turn-
helix), vedla nej je hydrofobna oligomerizatna doména tvorena urcitymi siedmimi
aminokyselinami, ktoré sa opakuju (heptad repeats domain, HR-A a HR-B), ktora formuje motiv
superhelixu (coiled coil) typického pre leucinové zipsy. Konkrétne ide o 3 leucinové zipsy
zabezpecujuce trimerizaciu HSF. Na C-konci je umiestnena doména signalizujtica lokalizaciu do
jadra (nuclear localization signal domain, NLS). C-koniec niektorych HSF obsahuje C-terminalnu
aktivacnii doménu (C-terminal activation domain, CTAD) a doménu s jadrovym exportnym
signalom (nuclear export signal domain, NES). HSF triedy A obsahuju motivy
S charakteristickym usporiadanim aromatickych, hyrofébnych a kyslych aminokyselinovych
rezidui (aromatic/hydrophbic/acidic, AHA motives) rekrutujuce komponenty RNA polymerazy
IT (upravené podla Koskull-Doring et al., 2007). B) Tvorba heterooligomérov HFS (prevzaté z
Chan-Schaminet et al., 2009). C) Model znazoriujtci spdsob viazania triméru 'udského HSF2
na vlakno DNA. D) Krystalova Struktara zobrazujlica sposob viazania diméru 'udského HSF2 na
HSE molekuly DNA na zéklade, ktorej bol vytvoreny novy model (obrazok dole) viazania triméru
ludského HSF2 (prevzaté z Gomez-Pastor et al., 2017). E) Klasifikacia heat shock faktorov
modelovych rastlin Arabidpsis thaliana a raj¢iny Solanum lycopersicum (prevzaté z Guo et al.,
2016).
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2.7.4.1 Aktivacia funkcie HSF

Aktivaciu transkripcie cielovych génov prostrednictvom HSF vystihuje zakladny model,
ktory je spolo¢ny a konzervovany pre vac¢sinu eukaryot vratane rastlin (obr. 9). Konkrétne
tento model popisuje spustenie cytoplazmatickej proteinovej odpovede (CPR) (Li et al.,
2018). Za normalnych podmienok si HSF inaktivované, pretoZze na
nachadzaju v cytosole v komplexe s HSP70 a HSP90. Aby plnili svoju funkciu pri HS
musia byt aktivované nasledujacimi krokmi. Pri HS dochadza k naruseniu Strukturne;j
organizacie proteinov, tie interaguju s HSP v dosledku ¢oho HSP
disociuju z viazby s HSF. Vytesnené HSF trimerizuju, st fosforylované a lokalizované do
jadra. Pre HSF 1 u ¢loveka (Hs-HSF1) bolo experimentalne zistené, Ze poc¢as HS navyse
podstupuje sumoylaciu, acetylaciu a hyperfosforylaciu (Ohama et al., 2016). Aby mohla
byt expresia HSP nadregulovana je potreba naviazania HSF na heat shock element
(HSE) v promotore HS responzivnych génov. (Hahn et al., 2011).

Kontaktnym miestom HSF s DNA je DNA vizbova doména, resp. jej centralny motiv
helix-oto¢ka-helix, ktory interaguje s palindromickou sekvenciou 5-nGAAnN-3' HSE
lokalizovanou pred TATA boxom u eukaryot. C-konce HSF tiedy A obsahuju negativne
nabité AHA motivy, ktoré zabezpecuju interakcie S transkripénym aparatom, rekrutuju

ho na ciel'ovy promotor (Scharf et al., 2012).
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Obr. 9 Princip aktivacie HSF v ramci cytoplazmatickej proteinovej odpovede (cytoplasmatic
protein response, CPR) - odpovede na akumulaciu proteinov s narusenou priestorovou skladbou
(upravené podla Krivoruchko a Storey, 2010).
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2.7.4.2 Regulacna siet’ HSF a podriadenych transkripénych regulatorov

Zatial' o u ¢loveka st drahy HSF dobre preskimané, u rastlin s komplexna siet’
mnozstva transkripénych faktorov vratane HSF aich vzajomné vztahy zname len
Ciastocne. HSR u rastlin je presne regulovana na transkripénej urovni. HSF su v signélne;j
kaskade nadradené HSP aj d’alsim, sekundarnym, transkripénym regulatorom (obr. 10;
Ohama et al., 2016). U modelovych rastlin Arabidopsis arajé¢iaka (Solanum
lycopersicum) ny su HSF triedy A hlavnymi aktivatormi expresie génov (Guo et al.,
2016) s vynimkou jedného negativneho regulatora, HSFAS5 (Baniwal et al., 2006).
U Arabidopsis genetické stadie ukézali, ze funkciu hlavného regulatora zdiel'aju vSetky
Styri HSF triedy A patriace do skupiny 1 (ozna¢ované HSFAla, HSFAlb, HSFA1d a
HSFAle) (Liu et al., 2011), zatial ¢o hlavnym regulatorom HSR u rajéiny (S.
lycopersicum) je jediny HSFAla spomedzi vSetkych ¢lenov triedy A, je konstitutivne
exprimovany a nadregulovany pri HS (Mishra et al., 2002).

Uvedené hlavné regulatory su nadradené mnoZstvu d’alSich transkripénych
faktorov HSF triedy A (HSFAle, HSFA2, HSFA3, HSFA7a, a HSFAT7D), HSF triedy B
(HSFB1, HSFB2a,a HSFB2b), a transkripénym regulatorom DEHYDRATION-
RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 2A (DREB2A) a MBF1c (obr. 10)
(Yoshida et al., 2011). DREBA2A a DREBA2B su transkripénymi faktormi z rodiny
AP2/ERF Specifickej pre rastliny, indukované HS, pricom DREB2A plni doélezita
funkciu v ramci HSR a osmotickom strese u Arabidopsis (Kotak et al., 2007). DREB2A
sama 0 sebe priamo indukuje expresiu HSFA3 (Ohama et al., 2017).

Transkripéné faktory HSFA1b, HSFA2, DREB2A a HSFA3 u Arabidopsis
a S. lycopersicum amplifikuji signalizaciu spustenti HS a prispievaju tak k upevneniu
termotolerancie a vytvaraniu paméte (stress memory), pre lepsiu odozvu na opakujuci sa
HS (Fragkostefanakis et al., 2018).

Okrem HSF triedy A1, HSFA2 (jediny zastupca v tejto skupine a triede) je d’alSou
z regulacnych komponent CPR (Sugio et al., 2009). Charng a kolektiv (2007) ukazali, Ze
teplom indukovany HSFA2 u Arabidopsis nadreguluje expresiu HSP a predlzuje trvanie
termotolerancie. HSFA2 je vyhradne indukovany HS a zaroven je v transkripcnej
kaskade podradeny HSFA1 (Snyman a Cronjé, 2008). HSFA2 napriek tomu, ze obsahuje
jadrovy lokaliza¢ny signdl musi interagovat’' s HSFA1, aby mohol vstapit' do jadra a

nehromadil sa v cytosole (Chan-Schaminet et al., 2009).
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Obr. 10 Siet HSF a podriadenych transkripénych regulatorov zobrazujica vztahy medzi
proteinmi — prvkami signalnych kaskad spustenych teplotnym stresom. Podstatna Cast’ siete je
spustena aktivovanymi heat shock faktormy triedy A (HSFATs), ktoré disociujt z vizby na heat
shock proteiny (HSP). Transkripéné faktory: DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING 2 (DREB2), MULTIPROTEIN BRIDGING FACTOR 1c (MBFlc),
JUNGBRUNNEN1 (JUB1), NAC019, DREB2C, DNA POLYMERASE Il podjednotka B3-1
(DPB3-1), NUCLEAR FACTOR Y, podjednotka A2 (NF-YA2; NF-YB3), DECREASED DNA
METHYLATION 1 (DDM1), MORPHEUS MOLECULE 1 (MOM1), bazicky leucinovy zip
(bZIP28). Retrotransposon ONSEN. Imunoglobulin binding protein (BIP), reaktivne formy
kyslika (ROS), protein HEAT-INTOLERANT 4 (HIT4), mikroRNA (miRNA),
malininterferujice RNA (siRNA) (upravené podl'a Ohama et al., 2017).

Exprimovany HSFA2 sa tiez ukladd do cytosolickych granil po interakcii
s malymi HSP (HSP17-CII), tym vznikaju inaktivne komplexy ako vel'ké proteinové
agregaty (heat stress granules). V pripade situacie opakujucich sa vin HS alebo pocas
dlhotrvajuceho HS, HSFA2 sa uvolfiuju z grantl a interaguje s HSFA1, aby spolu
potencovali transkripént odpoved’ (Fragkostefanakis et al., 2018). Oba tieto HSF posobia
synergicky v aktivacii transkripcie (superaktivacia), pretoze dokazu vytvarat
heterooligoméry (superaktivatorovy komplex so stechiometriou bliziacou sa 1:1, obr. 8)
schopné zvycajne trojndsobne az patnasobne silnejSej aktivacie transkripcie v porovnani

so suctom prispevkov jednotlivych partnerov (Chan-Schaminet et al., 2009).

31



Niekol’ko transkripcnych faktorov je aktivovanych nezavisle od HSFA1, ide 0 baziské
leucinovi zipsy drahy UPR. HSFA4a je indukovany oxida¢nym stresom aj poc¢as HS (von
Koskull-Déring et al.,, 2007) a HSFA8 je pravdepodobne aktivovany H20;
(Miller a Mittler, 2006).

Pri narastajicej akumuldcii HSP, ked ich hladina presiahne mnozstvo HS
denaturovanych proteinov a proteinov s nespravnou konformaciou, HSP70 a d’alSie
chaperony sa prestvaju do jadra, kde sa viazu na HSF (u HSF1 konkrétne na
transaktivacni doménu), ¢im negativne regulujit HSR (Ikeda et al., 2011). Atenuacia
HSR tiez zalezi na negativnej regulacnej funkcii heat shock factor binding protein 1
(HSBP1), ktory sa viaze na oblast oligomerizacnej domény HSFAla, ¢im
dochadza k disociacii trimérov na neaktivne monoméry a preruSeniu jedného z hlavnych
signalov HSR. Nutna je vSak interakcia HSBP1 s HSP70 (Santoro, 2000).

Pre rastliny unikatne HSFB1 a HSFB2b priamo reprimuju expresiu HS indukovanych
HSF. V principe ide 0 negativnu spéatntt vdazbu HSR u Arabidopsis (lkeda et al.,
2011). U S. lycopersicum HSFB1 plni opaénu funkciu, sprava sa ako transkripény
koaktivator HSFA1 pocas HS, toto pozorovanie Fragkostefanakis a kolektiv (2018),
roz§irili o poznatky, ze HSFBI1 raj¢iny dokdze vystupovat ako koaktivator alebo
represor v spolupraci s HSFAla (ako koaktivator v menSej miere ajs HSFA9 a
HSFAG6b), jeho mdd ucinku zdvisi od konkrétneho promotoru. VSeobecne mdzeme
povedat, Zze ako koaktivator posobi na promotory HSP a ako represor na promotory
niektorych HSF (vratane HSFA1b, HSFA2 a HSFA7), tymto prispieva K znizovaniu
expresie HSP a znizenej akumulacii HSP po skonéeni HS (Fragkostefanakis et al., 2018).

Funcia HSFBI1 zavisi tiez od fazy HSR. Na zaciatku HS HSFB1 raj¢iny (SIHSFB1) v
komplexe s HSFA1a je ¢iastocne stabilizovany a vykazuje koaktivaénu funkciu, zatial’ ¢o
vo faze regeneracie po skonceni HS sa sprava ako represor. Po skon¢eni HS, pri prechode
do regeneracnej fazy, pravdepodobne HSP70 odstrani HSFAla z vizby s HSFB1, tymto
saz HSFBI1 stava represor nad’alej asociovany s DNA, ¢o nasledne vedie k jeho
degradacii 26S poteazomovym komplexom, ktora iniciuje jeho represorova doména (R

oth, et al., 2017).

2.7.5 Delenie HSP podl'a molekulovej hmotnosti

Na zaklade molekulovej hmotnosti sa HSP rozdel'uju najéastejsie do 5 rodin HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60 a malé HSPs (sHSP). Cislo vnazve vypovedd o
pribliznej hmotnosti proteinov danej skupiny HSP (Kotak et al., 2007). Okrem
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uveden¢ho delenia sa v literatare stretdvame aj s oznacenim rodiny velkych HSP70
podobnych proteinov, ktora zahina kochaperony, HSP110 a HSP170. Obidva sa od
HSP70 lisia predovsetkym dizkou a zloZenim C-konca proteinu (Dargovic et al., 2006).

2.7.6 Malé HSP

Vyssie rastliny v porovnani s ostatnymi eukaryotmi obsahuji najviac malych HSP
(sHSP; Waters et al., 1996). Rodina sHSP zahfna proteiny, ktorych monoméry maja
nizku molekulovi hmotnost’ priblizne v rozsahu 16 az 42 kDa (Yu et al., 2016).
Spolo¢nou Strukturnou vlastnost'ou vsetkych sHPS je tzv. a-krystallinova doména (ACD)
blizko C-konca proteinu tvorena priblizne 90 aminokyselinami (de Jong et al., 1998),
podmienujucimi tvar beta-vlaken, ktoré v priestore formuji beta-sandwich z dvoch
antiparalélnych beta listov (Kim et al., 1998). ACD doménu z oboch stran obklopuju
zvéacSa variabilne dlhé peptidové retazce bez pravidelnej sekundarnej Struktary, ktoré
umoziuju usporiadanie sHSP do vysSie organizovanych Struktur. V nativnom stave sHSP
formuju mutimérne komplexy zlozené z 8 az 24 podjednotiek, zriedkavo sa vyskytuju
tiez ako diméry (obr. 11) (van Montfort et al., 2001).

Pocas stresu sa SHSP viazu na proteiny S naruSenou priestorovou skladbou, ¢im
zabraniuju ich agregovaniu a udrzuju ich v rozpustnom stave, nezavisle od nukleotid
trifostatov (sHSP nemajii ATPazovu aktivitu), z ktorého je mozné obnovit’ ich spravnu
konformaciu. Tohto procesu sa zacastiuja HSP70, ktoré asistuji spravnemu poskladaniu
(renaturacii) za sti¢asnej hydrolyzy ATP (Lee a Vierling, 2000). Naviac sa do spravneho
skladania mézu zapojit HSP100 a HSP60 ak st v danom bunkovom kompartmente
pritomné. In vitro a in vivo bolo dokazané, ze ¢lenovia rodin HSP s vys$Sou molekulovou
hmotnost'ou uc€innejSie obnovuju spravnu konformaciu proteinov prave V pritomnosti
sHSP (Haslbeck et al., 2005). Malé HSP su nevyhnutné pre termotoleranciu rastliny
(Clarke et al., 2004). HSP17 reverzibilne asociuju s membranami a stabilizuju ich pocas
HS tak, Ze znizuju ich fluiditu. Autori experimentu predpokladaju, ze tato funkcia je
dolezita najma v skorej faze HS (Torok et al., 2001).

Vyskumy naznacuju, ze HSP20 proteiny sa vyvinuli v davej historii este pred
divergenciou zivych organizmov do troch taxénov Eukarya, Bacteria a Archaea (Yu et
al., 2016).
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Obr. 11 Struktiry a dynamika malych HSP (16,9 kDa sHSP psenice). Monomér sHSP
s o¢islovanymi beta-vlaknami crystallinovej domény (ACD), ktoré vytvaraji beta-sandwich
z dvoch antiparalélnych beta listov o -crystallin doména (ACD-zelena). Ramienko na N-konci
(Cervené), C-koncovy peptidovy retazec (modry). Oligomérna Struktira sHSP pozostdva
z0 Siestich dimérov. Oligomér a diméry mozu tvorit’ komplex s denaturovanymi proteinmi, ktory
je dalej spracovany systémom chaperonov, napr. ddjde k renaturacii proteinu (upravené a
prevzaté z Santhanagopalan et al., 2015).

2.7.7 HSP70

Do urcitej miery vSetky organizmy obsahuju HSP 0 molekulovej hmotnosti 68-78 kDa,
Ktoré spadaju do rodiny HSP70 (Usman, et al., 2017). HSP70 je najStudovanejSim,
funkéne a Struktirne vysoko konzervovanym ¢lenom spomedzi vSetkych HSP, to plati
pre rastliny aj cicavce (Mayer a Gierash, 2019). HSP70 je kl'i¢ovym komponentom
v odpovediach na rozlicné stresy (Mayer a Gierash, 2019). Homoloégy HSP70
pozostavaji z ATPazovej domény o velkosti 43 kDa na N-konci a substrat viazucej
domény velkej 27 kDa na C-konci proteinu, obidve domény spdja kratka cast
polypeptdiu tzv. linker. SBD sa deli na 2 subdomény, a to B-sendvi¢ subdoménu (BSBD)
a a-helikalnu subdoménu (aSBD) (obr. 12), ktor zakon¢uje flexibilny ret'azec priblizne
30 aminokyselin (Mayer, 2013).

V gendme rajciny bolo identifikovanych 30 homolégov HSP70, pre Arabidopsis je
to 13. HSP70 Arabidopsis sa dajt rozdelit’ podl’a motivu na C-konci do Styroch podskupin
- chloroplastova, mitochondrialna, cytosolarna a podskupina HSP70 endoplazmatického
retikula (Usman, et al., 2017). Arabidopsis obsahuje 5 cytosolarnych HSP70, tri z nich sa
konstitutivne exprimuju, pricom vsetky cytosolarne HSP70 st indukované HS, z toho 4

v ramci CPR (Sugio et al., 2009).
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Obr. 12 Struktara HSP70 (DnaK) baktérie Escherichia coli. A) Zjednodusené zobrazenie
primarnej §truktury spoloénej pre vietky HSP70. Cisla predstavuju pocet aminokyselin, z ktorych
pozostdva konkrétna doména alebo oblast’ retazca DnaK (upravené a prevzaté z Fernandez-
Fernandez a Valpuesta, 2019). Cierne $ipky znazoriiuju poradie konformaénych zmien v ramci
cyklu HSP70. B) Terciarna struktira HSP70 v ATP stave bez substratu zobrazuje konformaciu,
kedy NBD (modra) a SBD su k sebe tesne naviazané. SBD sa deli na subdoménu z a-helixov
(0SBD, ¢ervend) a subdoménu B-sendvica (BSBD, zelena). Zlta Sipka znézoriuje oddelenie aSBD
od BSBD, ku ktorej dochadza po zmene medzi ATP stavom a ADP stavom. ATP v §truktire nie
je zakreslené. C) Terciarna Struktira HSP70 v ADP stave s naviazanym modelovym substratom
(oranzovd) v SBD. SBD je prepojend kratkou cast'ou polypeptidového retazca (linker) s NBD,
obidve domény su v tomto stave od seba najviac vzdialené. ADP v Strukture nie je zakreslené
(prevzaté a upravené podla Zhuravleva a Gierash, 2015). D) Terciarna Struktura HSP70 v ATP
stave S naviazanym substratom. Naviazanie substratu spdsobi Ciastoéné vzdialenie sa SBD
od NBD. Fialové gulicky znazoriiuji aminokyselinové rezidua rozhrania NBD s linkerom
arozhranie aSBD s BSBD (prevzaté z Lai et al., 2017). E) Pohl'ad na Struktaru komplexu
vizbového miesta BSBD a modelového substratu (peptid so sekvenciou NRLLLTG) aSBD nie je
zobrazend. Hlavné aminokyselinové rezidud BSBD viazuce substrat su farebne vyznacené
a ocislované (prevzaté z Mayer a Gierasch, 2019). F) Simulacia $truktary komplexov HSP70
(DnaK) s modelovym substratom (rhodanaza). Naviazanim troch a Siestich molekul HSP70
(molekuly HSP70 su farebne odlisné) na jednu molekulu substratu (zelena) dochadza k rozbaleniu
substratu (prevzaté z Assenza et al., 2019).

Zastupcovia HSP70 spolu s kochaperénmi a kooperujucimi chaperéonmi tvoria
komplexny systém, kontroly kvality nespravne zbalenych proteinov, ktory predovsetkym
zabraiiuje agregovaniu proteinov, solubilizuje a sklada agregované proteinov, pri com
spolupracuje s SHSP, podiel'a sa na degradacii proteinov. Zabezpecuje posttranslacne a
kotransla¢ne tvorbu spravnej konformacie (nativneho stavu) nascentych proteinov,
ucastni sa ich translokacie (Goloubinoff et al., 2018), je ¢iastocne zapojeny do procesov

signalnej transdukcie. HSP70, HSP90 a kochaperony asociujt s regulaénymi proteinmi,
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tzv. klientmi (clients), signalnych drah, ¢im sa HSP70 zicastiuje regulacie proliferacie,
diferenciacie a bunkovej smrti (Mayer a Bukau, 2005). Tato asociacia udrzuje regulacny
protein inaktivny a zanikd na urCity podnet napr. fosforylaciou regulacného proteinu

(Pratt a Toft, 2003).

2.7.7.1 Hypotézy mechanizmu pésobenia chaperonov HSP70

Proteinovy substrat, ktory treba poskladat’ striedavo asociuje a disociuje z komplexu s
HSP70. Proces skladania sa opakuje v cykloch, az kym protein nedosiahne nativnu
konformaciu (Mayer, 2013). HSP70 podsobia lokalne na kratky segment polypetidu
substratu, o dizke priblizne 7 alebo 8 aminokyselin (Jiang a Kalodimos, 2018) pri¢om sa
jedna molekula substratu moéze viazat’ hned’ s niekol’kymi HSP70 (Kellner et al., 2014).
Existuju dve fundamentalne hypotézy, vysvetlujice mechanizmus skladania proteinov
HSP70 chaperonmi, ktoré vychadzajii z mechanizmu navrhuntého Rothman (1989),
menovite konformacéna selekcia (conformational selection), alternativne oznacovana
holdazova aktivita (holdase), aindukované prisposobenie (induced fit), alternativne
ozna¢ovana unfoldazova aktivta (unfoldase) (Sekhar et al., 2018).

Hypotéza konformacnej selekcie popisuje chaperén ako holdazu. Chaperon viaze
nezloZené proteiny a limituje mieru prechodu do poskladaného stavu. Vznikom komplexu
HSP70-substrat sa spomaluje samovolné skladanie proteinu a zabranuje sa tak
pred¢asnému zloZeniu, ktoré eventudlne modze zapriCinit' nespravne skladanie alebo
agregaciu proteinov (Slepenkov a Witt, 2002).

V kontraste s uvedenou hypotézou, ktora chaperonu pripisuje hlavne pasivnu funkciu,
druha hypotéza, hypotéza indukovaného prisposobenia, vykresluje chaperon ako
unfoldazu, ktorej katalyticky U¢inok je spriahnuty s vyuZitim energie ATP. Tymto
spdsobom sa chaperon HSP70 aktivne G¢astni zmeny konformdcie substratu. Unfoldaza
Vv principe neselektivne sprostredktiva rozlozenie misfolded a agregovanych proteinov
aich premenu na intermediaty schopné produktivneho skladania (Slepenkov a Witt,
2002). Naviazanie viacerych HSP70 na jednu molekulu substratu vedie k rozbaleniu
povodne kompaktnej struktury substratu, z dovodu stérickej repulzie medzi molekulami
HSP70 (Kellner et al., 2014).

Proces samotného skladania substratu po disociacii z HSP70 je samovol'ny, toto spaja
obidve hypotézy. Tento jav samovol'ného skladania biopolymérov je rychly a oznacduje

sa kinetic partitioning (Sekhar et al., 2018).
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Sekhar akolektiv (2018) pre ludsky HSP70 aj DnaK svojim experimentom
prezentuju, ze konformacna selekcia je prevladajuci mechanizmus, pretoze molekuly
proteinového substratu existuju v mnohych konformacnych stavoch a HSP70 viaze ten
konformér zo suboru, ktory odzrkadl'uje vdzbovy stav HSP70. Experiment taktiez
objasnuje, pre¢o sa HSP70 neviaZe na proteiny v nativnom stave (Jiang a Kalodimos,

2018).

2.7.7.2 Termodynamicka rovnovaha, chaperony a ustaleny stav

Vsetky modely mechanizmov skladania napriek vzajomnym rozdielom aj rozdiclom
medzi jednotlivymi triedami ATP-dependentnych chaperonov (HSP70, HSP60
a HSP100) z mechanistického uhla pohladu zdielaju analogické zakladné Crty a
vysvetluji rovnaky fenomén, t.j. Ze chaperony asistuji vzniku nativnych stavov
(Goloubinoff et al., 2018).

Hypotéza kinetic partitioning hovori o samovol'nom skladani nascentnych proteinov
auplatiuje sa aj pre proteinové substraty disociované z HSP, ktoré v priestore
automaticky bez asistencie zaujmu kondenzovanu $truktaru (Thirumalai et al., 2020), pri
tom vznika cely subor kondenzovanych Struktlr vratane nativneho stavu, ktorého vznik
je vSak malo pravdepodobny. Na druhej strane vznikd vel'a metastabilnych stavov
s nespravne poskladanou konformaciou (Goloubinoff et al., 2018).

Molekuly v metastabilnych stavoch st z ¢asového hladiska v pasci (kinetic trap),
pretoze dosiahli stabilné usporiadanie vyznac¢né nizkou Gibbsovou volnou energiou a
molekula v nom stravi dlhy ¢as, pretoze na zmenu konformacie treba prekonat’ velka
energeticku bariéru (Thirumalai et al., 2020).

Medzi vSetkym r6znymi konforma¢nymi stavmi sa v systéme ustali termodynamicka
rovnovaha (obr. 13), ktora je posunutd na stranu metastabilnych stavov a molektl v
nativnom stave je len minimum. Struktira nativneho proteinu sa v porovnani
s nezlozenym proteinom vyzna¢uje nizkou Gibbsovou volnou energiou. Struktury
proteinov v metastabilnych stavoch vSak maji voI'na energiu eSte niZSiu nez nativny stav,
preto je ich vznik uprednostiovany (Goloubinoff et al., 2018).

Hodnota Gibbsovej volnej energie proteinovej Struktary (obr. 13) je dana
vybalansovanim poklesu volnej energie (tvorba slabych, nekovalentnych, interakcii,
vodikovych mostikov apod.) anarastom volnej energiec (spésobenej poklesom

konformacnej entropie po zlozeni proteinu) (Motojima, 2015).
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Tato rovnovahu ovplyviiuju, resp. narasa systém chaperonov (HSP70, HSP60,
HSP100), ktoré na ukor energie ATP zabezpecuju prevahu nativnej konformacie, ktora
vSak za danych podmienok nie je najstabilnejsia (obr. 13). Chaperon viaze protein
V metastabilnom stave (napr. denaturovany) a meni ho na intermediat. Intermediat po
disocidcii z chaperonu sdm zaujme nativny alebo metastabilny stav. V pripade, Ze
vznikne metastabilny stav ihned’ reaguje s chaperonom a znova sa meni na intermediat
(obr. 13) (Goloubinoff et al., 2018).

Podmienky podporujice denaturaciu proteinov, napr. zvysena teplota pre termolabilné
proteiny, posiivaju rovnovahu este viac na stranu vzniku metastabilnych stavov. Ulohou
chaperonov je tento efekt potlacit’ a udrziavat’ va¢Sinu proteinov v nativnom stave aj za

stresovych podmienok (Goloubinoff et al., 2018).
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Obr. 13 Schéma zobrazujuca funkéné vztahy chaperonov k suborom konformaénych stavov
proteinov sti€asne naznacuje princip, ktorym ATP dependentné chaperony udrzuja ustaleny stav
(reakciami mimo rovnovahy, znazornené cervenymi Sipkami). Reakciami mimo rovnovahy ATP
dependentné chaperony narGi$aji termodynamicki rovnovahu (Struktira nativneho stavu ma
vysSiu vol'nu energiu, preto je termodynamicka rovnovaha posunuta k metastabilnym stavom t.j.
Struktiram s nizkou volnou energiou). Intermedidt mozno prirovnat k rozbalenému alebo
¢iastocne poskladanému proteinu, resp. konformacii proteinu, s vysokou vol'nou energiou, ktora
sa samovolne meni na nativny stav alebo niektory zinych metastabilnych stavov (princip
hypotézy kinetic partitioning). Graf v radmiku orientacne zobrazuje pomer nativnych
a metastabilnych stavov po dosiahnuti termodynamickej rovnovahy (chaperony bez ATP,
prevaha metastabilnych stavov) a Vv ustdlenom stave (chaperony s dostatkom ATP), v ktorom
majoritna frakcia proteinov je v nativnom stave (upravené podl’a Goloubinoff et al., 2018).
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2.7.7.3 Cyklus HSP70

Interakcia so substratom je riadena statusom nukleotidu ATP v nukleotid viaZzucej
doméne (NBD), podla ktorého rozliSujeme 2 periodicky sa striedajuce stavy HSP70,
najcastejsie Studované u DnaK (HSP70 E. coli). HSP70 mo6ze so substratom interagovat’
sam alebo jeho dodanie do SBD sprostredkuje kochaperén, konkrétne protein s J-
doménou (Kampinga a Craig, 2010).

Hydrolyzou ATP na ADP a fosfat dochadza ku konformac¢nej zmene HSP70, resp.
alosterickému prechodu, t.j. zmene konformécie spojenej so zmenou afinity vizobnych
miest (Lai et al., 2017). V pripade naviazaného ATP vykazuje SBD nizku afinitu k
substratu, ktory sa teda moZze rychlo viazat’ a rychlo disociovat’ z tejto domény. Stav
HSP70 s naviazanym alebo absenciou ADP v NBD je charakterizovany vysokou afinitou
SBD k substratu (Mayer, 2013).

V ATP stave (ATP state) bez substratu existuju v rovnovahe rézne konformacéné stavy
DnaK. ViacSina molektl suboru DnaK zaujima kompaktni konformaciu, kedy
NBD, BSBD a aSBD su v tesnej blizkosti (Mapa et al., 2010), sucasne v§ak minoritna
frakcia molekul DnaK existuje v tomto kompaktom stave s tym, ze aSBD je pohyblivou
jednotkou a nie je asociovana s NBD. V ATP stave naviazanie substratu spdsobi ¢iastocné
oddialenie NBD a SBD s tym, ze linker zostava spojeny s NBD (obr. 12 D) a aSBD sa
stava eSte viac pohyblivou, ako ked’ NBD je bez substratu a si¢asne tesne naviazana s
SBD (Lai et al., 2017).

Konformacné stavy DnaK v ADP stave (ADP state) so substrdtom si znacne
heterogénne a dynamické vzhl'adom na interakcie NBD, BSBD a aSBD (Mapa et al.,
2010). NBD a SBD su od seba najd’alej vzdialené (obr. 12 C; linker nie je asociovany
s NBD ako v ATP stave so substratom), pricom u va¢Siny molekul suboru DnaK je aSBD
dynamicka, teda oddelena od substrat vizbového miesta, pricom vo zvy$nej mensine
pripadov asociuje s BSBD (Lai et al., 2017) a pomaha pridrziavat substrat (Mayer, 2013).

HSP70 kooperuje s kochaperonmi (obr. 14), z ktorych najdélezitejSie su proteiny
s J-doménou a faktory vymeny nukleotidov (Alderson et al., 2016). Vlastnda ATPazova
aktivita NBD HSP70 je nizka a proteiny s J-doménou (HSP40 nazyvané aj Dnal) ju
pozitivne stimuluju (Misselwitz et al., 1998), k stimulacii svojim podielom prispieva aj
substrat (Mapa et al., 2010). Proteiny s J-doménou disponujuce navyse tzv. vizobnou
doménou pre klientov (clinet binding domain) okrem stimulacie hydrolyzy ATP
sprostredkuvaji dodanie misfolded substratov — klientov do SBD HSP70 (Kampinga
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a Craig, 2010), vratane nascentnych polypeptidovych retazcov vychadzajicich
Z ribozému, translokovanych cez membranovy por, oligoméry, ktoré treba rozobrat’ alebo
zlozit (Mayer a Gierasch, 2019). Viacero molekil DnalJ sa mdze viazat sa jednu
molekulu substratu, ¢o moze viest’ k naviazaniu eventualne viacerych molekul HSP70 na
substrat (Kellner et al., 2014).

Eukaryotické faktory vymeny nukleotidov t.j. proteiny rodiny Bag, cytosolarny
HSP110, daley HSP170 endoplazmatického retikula a GrpE v organelach
prokaryotického pdvodu zabezpecuju rychle uvolnenie ADP, aby sa nasledne mohol
naviazat’ ATP. S touto zdmenou je spriahnuté uvolnenie substratu (Mayer, 2010), ktorého

rychlost’ je limitovana disociaciou ADP (Mayer a Bukau, 2005).
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Obr. 14 Schéma cyklu HSP70 so znazornenim spolupdsobenia kochaperonov. (1a) J-protein
svojou substrat viazucou doménou asociuje s nespravne zbalenym (misfolded) proteinom, ktory
posluzi ako substrat pre HSP70, (1b) eventualne HSP70 priamo viaze substrat. (2a) Protein s J-
doménou a misfolded proteinom vytvara komplex s HSP70, ktory je v ATP stave, alebo (2b) sa
protein s J-doménou viaze na predtym vzniknuty komplex HSP70-substrat. (3) Néasledne
J-doména J-proteinu iniciuje hydrolyzu ATP a disociuje z komplexu. HSP70 tymto prechadza do
ADP stavu s vysokou afinitou k substratu. (4) Faktor vymeny nukleotidov (NEF) vytvara
komplex s HSP70 a jeho substratom. (5) NEF zabezpecuje uvolnenie ADP, (6) vzapaiti sa na jeho
miesto viaze ATP a HSP70 prechadza do ATP stavu s nizkou afinitou k substratu. (7) Komplex
NEF-HSP70-substrat sa rozpada na jednotlivé komponenty, pricom HSP70 vstupuje do nového
cyklu s novym alebo tym istym substratom v pripade, Ze substrat eSte nebol spravne poskladany
(upravené podl'a Kampinga a Craig, 2010).
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2.7.8 HSP60

Chaperoniny, chaperony triedy HSP60, su vel'ké oligomérne proteiny pozostavajuce
z dvoch kruhovych struktur, kazda z nich z rovnakého poctu podjednotiek o velkosti
priblizne 60 kDa, ktoré sa nekovalentne spajaji. Ich kvartérna StruktGra tvori valec
o velkosti 772 kDa (GroEL z baktérie E. coli), ktory v oblasti stredovej osi obsahuje
priestor, tzv. klietku (cage), kde sa viazu proteinové substraty (obr. 15) (Roh et al., 2017).
HSP60 na rozdiel od HSP70 uzatvaraji cely substrat, alebo jeho cast’ (Mayer, 2010),
atymto sposobom asistujii skladaniu denaturovanych polypeptidovych retazcov
0 velkosti predovsetkym 25 az 60 kDa (Feldman a Frydman, 2000), za sti¢asnej spotreby
velkého mnozstva ATP (Thirumalai et al., 2020).

Podra struktary a pévodu rozdel'ujeme HSP60 do dvoch rodin, ktoré sa odliSuju hlavne
tym, Ze chaperoniny rodiny I tvoria komplex HSP60 s kochaperonom HSP10, ktory ako
vrchnak uzatvara klietku HSP60 (obr. 15). Tato trieda sa vyskytuje u prokaryot
a v organelach symbiotického povodu (plastidoch a mitochondriach) (Evstigneeva et al.,
2001). Na druhej strane chaperoniny rodiny II nepotrebuja HSP10, pretoze podjednotky
kruhovych Struktur obsahuju navyse vrchndkové domény (lid domains), ktoré spolu
fungujii podobne ako jeden HSP10. Zastupcovia tejto rodiny su charakteristicki pre

cytosol eukaryot a archaea (Spiess et al., 2004).

A GroEL a ¢
. GroEL-GroES GroEL-GroES,
CIS | o859 £
GroES - sefed
trans - Ccis -
o0+
trans -
priestor
klietky

Obr. 15 Oligomérne Struktury chaperoninu HSP60 z E. coli ziskané difrakénou analyzou.
A) Obidva prstence valcovitého tvaru GroEL asociujt svojimi ekvatorialnymi doménami. Kazdy
z prstencov GroEL sa sklada zo 7 podjednotiek. C) Asymetricky model komplexu GroEL
s kochaperonom GroES (HSP10, zelend), ktory uzatvara GroEL ako vrchnak. D) Symetricky
model GroEL s dvoma GroES. Kazda podjednotka GroEL sa sklada z troch domén, apikalnej
(AP, 7Ita), intermediarnej (I, modra) a ekvatorialnej (EQ, siva) (upravené podrla lizuka a Funatsu,
2016).
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Asociacie  HSP60 a substratov st sprostredkované slabymi nekovalentnymi
interakciami. Protein, ktory na povrchu nema hydrofobne oblasti, sa neviaze do klietky
HSP60 (Motojima et al., 2012). Mnozstvo hydrofobnych kontaktov ovplyviiuje rychlost’
skladania, privel'a kontaktov spdsobuje pomalé skladanie, predlzuje sa retencia, teda ¢as
proteinového substratu, ktory stravi vo vnuatri HSP60 (Motojima a Yoshida, 2010).
Skladanie proteinovych substratov je najlepSie prestudované u GroEL/GroES systému
(HSP60 chaperoniny E. coli) a prebieha v ATP-dependentnych cykloch, pocas ktorych
dochadza k striedaniu alosterickych prechodov (Hayer-Hartl et al., 2016). RozliSujeme
dva typy tychto cyklov, a to symetricky a asymetricky reakény cyklus (obr. 15), ¢o
pravdepodobne zavisi od koncentracie substratov s nespravnou konformaciou (lizuka a
Funatsu, 2016).

Pre vysvetlenie mechanizmov skladania existujt tri modely (Motojima, 2015). Podl'a
modelu pasivnej klietky (passive cage) sa proteiny skladaju samovol'ne, HSP60 ich moze
v sebe zadrziavat’ aby neagregovali. Zakladom modelu obmedzenia (Confinement model)
je, ze HSP60 urychl'uje skladanie, pretoze ohranieny priestor klietky dovol'uje urcité,
hlavne produktivne interakcie. Model iterativneho rozbalovania (lterative Annealing)
hovori, ze pocas cyklov HSP60 opakovane viaze, nasledne rozbal'uje misfolded proteiny
a nakoniec ich uvolnuje von z klietky, ¢im urychl'uje ich skladanie do nativnej
konformacie (Thirumalai et al., 2020).

Napriek tomu, Ze pre jednotlivé proteiny jeden model sedi viac nez druhy model
Iterative Annealing obecné najlepSie vystihuje vacSinu experimentalne ziskanych
poznatkov o skladani (Thirumalai et al. 2020). HSP60 neasistuje skladaniu sposobom,
aby cielene podporil vznik preferovanych konformécii u substratu. Chaperonin pocas
ATP-dependentnych cyklov opakovane meni svoju konforméciu, priestor klietky tym
meni svoj objem a striedavo vtiom vystupuju do popredia polarne a hydrofobne
aminokyselinové rezidua. Interakcie medzi hydrofébnymi rozhraniami klietky a substratu
sa pocas cyklov formuji a menia ndhodne, ¢o vo vysledku rozbal'uje substrat. Napriek
pozorovaniam, ze HSP60 urychl'uju skladanie urcitych Struktirnych motivov (Motojima,
2015), Thirumalai a kolektiv (2020) zdoraziuju, ze informéacie pre skladanie, resp.
samovolné poskladanie s dané vyhradne sekvenciou proteinu a chaperonin pracuje
cyklicky ako mechanicky stroj, ktory pomaha rozbalovat denaturované proteiny
(metastabilné stavy), premenou na intermediaty, ktoré¢ tym padom maji moznost’ sa

znova samovol'ne poskladat’ do nativneho stavu (Thirumalai et al., 2020).

42



2.7.9 HSP100

Proteiny rodiny HSP100 st evolu¢ne konzervované u organizmov huab, baktérii a rastlin
(Singh et al., 2010) a umoznuji im lepSie zvladat zmeny environmentu, ktorym su
vystavené. Existencia inych obrannych mechanizmov, ako sa vysporiadat s HS je
pravdepodobne dovodom, nepritomnosti HSP100 u véaésiny zivocichov (Mishra a
Grover, 2019),

HSP100 sa vyskytuju naprie¢ réznymi druhmi rastlin priCom v bunkach rastlin
existuju tri izoformy HSP100, oznaCované skratkou ClpB (Caseinolytic Protease B), a to
mitochondrialna, plastidova a cytoplazmaticka (Mishra a Grover et al., 2015). Zistilo sa,
Ze pre termotoleranciu je kl'icova prave cytoplazmaticka izoforma ClpB. (Lee et al.,
2007), organizmy s kockoutovanym génom nedokazu prezit' HS (Queitsch et al., 2000)
Cytosolarny ClpB sa odliSuje od tych v mitochondriach a plastidoch, zatial
c¢omitochondrialna a plastidova izoforma ClpB su si navzajom podobné a su blizko
pribuzné bakterialnym a cyanobakterialnym ClpB (Mishra a Grover, 2015).

Vo vegetativnom stave mnohych §tudovanych rastlin (raj¢ina, Arabidopsis, pSenica,
kukurica, ryza asdja) je protein ClpB indukovany stresom, primarne HS (Mishra a
Grover, 2015), naproti tomu izoformy v organelach st exprimované konstitutivne
(Mishra a Grover, 2015).

ClpB a kvasinkovy HSP104 s hexamérnymi komplexmi, stredom ktorych prechadza
por slaziaci na translokaciu proteinov. Kazdy protomér obsahuje dve ATPazové domény
spajané s rozlicnymi bunkovymi aktivitami (ATPases associated with diverse cellular
activities domains), skratene AAA+, Casto oznacované ako nukleotid viazuca doména 1
(NBD1) a NBD2 (Gates et al., 2017). Jednotlivé protoméry NBDI navySe obsahuju
amino-terminalne domény (NTD), ktoré st prepojené s NBD1 felxibilnym linkerom.
NTD spolu vytvaraju kruhovu Struktaru a st dolezité¢ v blokovani vstupu do péru a pre
pociatocné interakcie so substratmi. Substrat vstupuje do péru prave na strane HSP100,
kde sa nachadzaju NTD (Rosenzweig et al., 2015). Stredova doména (middle domain)
medzi NBD1 a NBD?2 interaguje s komplexom HSP70-substrat a je dolezita pre
alosterické regulovanie hydrolyzy a disagrega¢ného procesu (obr. 16) (Rizo et al., 2019).
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Obr. 16 Struktura a funkcia HSP100. A) Zjednodusena schéma zobrazujica kooperaciu HSP100
(HSP104 oznacenie pre kvasinkovy, ClpB oznacenie pre rastlinny a bakterialny protein triedy
HSP100) s HSP70, ktory umoznuje naviazanie proteinového agregatu na ClpB. ClpB nasledne
pérom v strede svojej molekuly translokuje polypeptidovy retazec za sucasnej hydrolyzy ATP,
¢im pretvara agregat do stavu schopného renaturacie. B) Komplex ClpB (modrd) a proteazy ClpP
(zelena). Niektory ¢lenovia Clp rodiny su schopny asociovat’ s proteazami ClpP, do vnutra
ktorych translokuju agregované polypeptidové retazce (zIta) uréené k hydrolyze (upravené podla
Doyle a Wickner, 2009). C) Kryo-elektronovou mikroskopiou ziskana kvartérna Struktiura
uzatvoren¢ho komplexu HSP104 a substratu (zIta uprostred Struktiry) zo strany, kde vstupuje
substrat do centralneho poéru. Jednotlivé protoméry kruhovych AAA+ doménu st farebne
odlisené. HSP104 sa skladd z dvoch ATPazovych domén spajanych s rozlicnymi bunkovymi
aktivitami (ATPases associated with diverse cellular activities domains), skratene AAA+ domén.
Na hornej strane AAA+1 sa nachadzaji N-terminalne domény jednotlivych protomérov tvoriace
kruhov Struktiru, ktoré vsak nie st v danej Struktire zobrazené. Farebné odliSenie protomérov
je zachované aj pre nasledujiice dva obrazky. D) Spiralovité usporiadanie tyrozinovych slu¢iek
nukleotid viazucich domén AAA+2 kruhu okolo substratu (ZIta). Pat’ zo Siestich tyrozinovych
sluciek je v kontakte so substratom, Siesta (protomér 6, fialova) je odpojena od substratu. Pohl'ad
zhora ukazuje tesny kontakt tyrozinovych sluciek so substratom bez zndzornenia vedlajSich
retazcov tyrozinov (upravené podla Rizo et al., 2019).

HSP100 st esencidlne pre termotoleranciu, pretoze ich uloha v spracovavani
proteinovych agregatov umoznuje prezit' HS (Queitsch et al., 2000). Toxické agregaty

Vv bunkich mo6zu byt’, okrem ClpB, degradované niekol’kymi z 6smich ¢lenov Clp rodiny,
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ktoré dokazu asociovat’ s proteolytickymi ATPazovymi komplexami. Nakol'ko ClpB
nedisponuje tzv. IGF/L motivom vo svojej Struktire, ktory umoziuje asociaciu s
proteazou ClpP, plni teda vyhradne funkciu v rdmci renaturacie agregovanych proteinov
(Mishra a Grover, 2015). Uvedena funkcia rastlinnych ClpB bola experimentalne
potvrdend len nepriamo (Mishra a Groover, 2015) tak, ze Agarwal a kolektiv (2003)
vyuzili kvasinku s knockoutovanym génom kodujucim jej vlastny HSP100 (ScHSP104)
s zaroven exprimujicu cytosolarny ClpB z ryze, pricom v bunkach wild type kvasinky
a transformovanej kvasinky bolo pozorované vymiznutie granul proteinovych agregatov
(Agarwal et al., 2003).

Skladanie a renaturaciu proteinov zabezpecuju HSP60 a HSP70, po presiahnuti ich
kapacity na rad prichadzaji HSP100. Pre solubilizaciu proteinovych agregatov, ktora
predchadza renaturacii, ClpB chaperony kooperuju s HSP70 (HSP70, Dnal a GrpE)
(Mogk et al., 1999). Ulohou HSP70 spolu s jeho kochaperonmi je rekrutovat agregovany
substrat k ClpB. Interakcia HSP70 a substratu so stredovou doménou ClpB zaroven
podmieniuje aktivaciu ATPazovej aktivity ClpB a s tym spojené tahanie polypeptidového
retazca centralnym porom ClpB (Lee et al., 2013), ktoré rozmotava kondenzovanu
Struktaru proteinovych agregatov. Po odovzdani substratu HSP70 disociuje (Mishra a
Groover, 2015).

Kontakt a tahanie substratu sprostredkivaji Spiralovo usporiadané konzerovavné
tyrozinové slucky (loops), ktoré pocas ATP cyklov konaji koordinované pohyby
spOsobom, Ze pit’ zo Siestich sluciek v jednej AAA+ doméne vykonava t'ahajici pohyb
nadol (t. j. v smere od AAA+1 k AAA+2) zatial’ ¢o jedna prechytava substrat pred d’al$im
potiahnutim (obr. 16 D). Na opa¢nom konci poru postupne vychadza polypeptidovy
retazec v rozbalenom stave, z ktorého moze byt obnoveny nativny stav (Deville et al.,
2017).

Experimentalne udaje poukazuju na to, ze AAA2 je hlavnym motorom ClpB (Deville
et al.,, 2017). Energia koordinovanej hydrolyzy ATP naprie¢ nukleotid viazucimi
doménami sa vyuziva na tvorbu sily, ktord v kazdom translokacnom kroku posunie
polypeptidovy retazec o 2 aminokyseliny. Za sekundu dokaze prejst porom az 500
aminokyselin polypeptidového retazca (Rizo et al., 2019). Okrem translokovania
jediného ret'azca porom bola pozorovand sucasnd translokacia dvoch odliSnych casti

retazca jednej molekuly proteinu (Avellaneda et al., 2020).
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2.7.10HSP90
U Arabidopsis existuje 7 ¢lenov rodiny HSP90, kazdy znich sa skladd z vysoko

konzerovavnej N-koncovej domény viazucej ATP o velkosti 25 kDa a C-koncovej
domény 0 velkosti 55 kDa. Obe domény st spojené peptidovym retazcom obsahujucim
aminokyseliny nesuce naboj vo vedl'ajSom retazci, tzv. ,,charged linker” s premenlivou
diZkou a variabilnym zloZenim. Av3ak tento retazec nie je doleZity pre funkciu HSP90
(Pearl a Prodromou, 2000). Tvorba proteinovych komplexov s inymi chaperonmi ako st
HSP70 a kochaperonovymi molekulami (Hop, p23) podmienuje fungovanie HSP90 (obr.
17) (Kirschke et al, 2014).

V porovnani s ostatnymi HSPs vykazuji HSP90 znaént substratova Specifitu voci
proteinom sprostredkiivajiicim bunkové signély napr. signdlnym kindzam a receptorom
steroidnych horménov (Hoter et al., 2018). HSP90 asistuje predovSetkym skladaniu
proteinov, ich degradacii, translokacii do cielového kompartmentu bunky, kontrole
bunkového cyklu a signalnej transdukcii (Hoter et al., 2018).

Pri normalnych podmienkach HSP90 sprostredktiva degradédciu HSFB1 a udrziava tak
jeho nizku hladinu. Degradacii predchadza spolupraca HSP70 a kochaperonu Hop.
HSFB1 sa primarne viaze s HSP70 a Hop sprostredkuva jeho transfer na HSP90. Pri HS
je pre import HSFB1 do jadra potrebny cytosolicky HSP90 (pripadne d’alsie faktory) a
jadrovy HSP90 pre jeho degradaciu, ktort iniciuje represorova doména HSFB1, po
navrate bunky do normalneho stavu (Réth et al., 2017).

Obr. 17 Struktary HSP90 kvasinky Saccharomyces cerevisiae. A) Dimér HSP90 s oznaGenim
domén HSP90 u jedného protoméru, nukleotid viazuca doména (NBD, zItd) na N-konci,
prostredna doména (MD, bledozelena), dimerizatna doména (tmavozelend), NBD a MD spaja
retazec aminokyselin s premenlivou dizkou (siva). B) Konformacia HSP90 s naviazanym ADP.
C) Tmavomodré aminokyselinové rezidua sprostredkivaju spojenie oboch NBD
s naviazanym ATP (prevzaté z Mayer, 2010). D) Krystalograficka Struktara diméru HSP90
v komplexe s dvomi kochaperonmi p23, pricom druha molekula kochaperonu p23 je z opacnej
strany komplexu (upravené podl'a Ali et al., 2006).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemikalie

2-(4-carboxyfenyl)-4,5-dihydo-4,4,5,5-tetrametyl-1H-imidazolyl-1-oxy-3-oxid  (PTIO;
Sigma-Aldrich, USA); 4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-2 DA; Sigma-Aldrich,
USA); 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfat p-toluidinova sol’ (BCIP; Duchefa Biochemie,
Holandsko); aceton (Lach-ner, Ceska republika); akrylamid (Bio-Rad, USA);
bromfenolova modra (Acros Organics, Belgicko); Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB
G250; Sigma-Aldrich, Nemecko); dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceska
republika); dimetylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, USA); disodna sol' kyseliny
etylendiaminotetraoctovej dihydrat (Nao-EDTA,; Sigma-Aldrich, USA); dithiothreitol
(Duchefa, Holandsko); dodecylsiran sodny (SDS; Sigma-Aldrich, Nemecko); Etanol
(Lach-Ner, Ceské republika); glycerol (Sigma-Aldrich, Nemecko); glycin (Lachema, Ceska
republika); hovidzi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, USA); hydrogenfosforec¢nan
draselny (Lach-ner, Ceska republika); chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika); chlorid
véapenaty bezvody (Penta, Ceska republika); kyselina askorbové (Sigma-Aldrich, USA);
kyselina fosfore¢na (Lach-ner, Ceska republika); kyselina fytovd sodna sol’ hydrat
(Sigma-Aldrich, USA); kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika); kyselina
octova Padovéa (Lach-ner, Ceska republika); kyselina salicylova (SA; Lachema, Ceska
republika); L-glutamin (Merck, Ceska republika); metanol (Lach-ner, Ceska republika);
N,N’-metylénbisakrylamid (MP Biomedicals, USA); N,N tetrametyléndiamin (TEMED;
Sigma-Aldrich, Nemecko); n-butanol (Sigma-Aldrich, Nemecko); nitroblue tetrazolium
chlorid (NBT; Roth, Nemecko); nitroprussid sodny dihydrat (SNP; Sigma-Aldrich,
USA); nizkotuéné susené¢ mlieko (AppliChem, Nemecko); Pefabloc® SC (Sigma-
Aldrich, USA); peroxid vodika (Lach-ner, Ceska republika); persiran aménny (APS;
Sigma-Aldrich, Nemecko); Ponceau S (Merck, Nemecko); protildtka monoklondlna anti-
HSP produkovana v mysi (Sigma-Aldrich, Nemecko); protildtka anti-mySia IgG
produkovand v koze, konjugovand alkalickou fosfatdzou (Sigma-Aldrich, Nemecko);
rekombinantny Tudsky HSP70 so =znackou his-tag (Sigma-Aldrich, USA),
tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris; MP Biomedicals, Francuzsko); Tween-20 (Sigma-

Aldrich, Nemecko).
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3.2 Pristrojové vybavenie

Analytick¢ vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA); automatické pipety
(Eppendorf, Nemecko); digitalne predvazky (KERN, Nemecko); elektricky zdroj pre
elektroforézu a Western blot (Bio-Rad, USA); elektroforeticky systém Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad, USA); fotoaparat (Sony A330, Cina); chladena centrifuga stolna
5415R (Eppendorf, Nemecko); laminarny box Bioban-48 (Vetrotecnica, Taliansko);
magnetickd mieSacka (IKA, Nemecko); mikroskop (Olympus, Japonsko); mikrotitracné
dosticky Test plate 96F (TPP, Svajéiarsko); nitrocelul6zova membrana s pormi 0,45 pm
(Bio-Rad, USA); pH meter WTW 526 (inoLab, Nemecko); spektrofotometer pre
mikrodosticky Epoch 2 (BioTek, USA); trepacka s termostatom ES-20 (Biosan,
Lotyssko); trepacka vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko); vibra¢ny mikrotom, Vibratom
(Leica, Nemecko); vybavenie pro tank blotting Mini Trans-Blot cell (Bio-Rad, USA).

3.3 Rastlinny material
Na experimenty sa pouzivali dve modelové rastliny divoky typ arabkovky Thalovej
(Arabidopsis thaliana) ekotyp Columbia (Col-0) a divoky typ raj¢iaka jedlého (Solanum

lycopersicum L.) kultivar Amateur, staré¢ 4 az 7 tyzdnov.

3.3.1 Pestovanie rastlin
Semena rastlin boli vysiate do zvlh&eného vysevného substratu Florcom v hibke priblizne
desatnasobku vel'kosti semena pod povrch substratu v kvetinaci. Rastliny boli pestované

a pravidelne polievané vo fytotrone pri teplote 25°C a fotoperiode 16/8 h.

3.4 Metédy

3.4.1 Roztoky

Vsetky vymenované roztoky v tejto kapitole boli uchovavané v chladnicke pokial’ nie je

uvedené inak. Ostatné roztoky pouZzité v experimentoch sa pripravili vzdy Cerstvé.

3.4.2 Zasobné roztoky pre SDS-PAGE

Extrakény Tris-HCI pufer pre pripravu vzorky pre SDS-PAGE a Western blot proteinov
HSP70 (0,1 mol/l Tris, pH = 7,0).

Tris-HCI pufer do deliaceho gélu (1,5 mol/l Tris, pH = §,8).

Tris-HCI pufer do zaostrovacieho gélu (0,5 mol/l Tris, pH = 6,8).

Roztok SDS o koncentracii 10 % (w/v) bol uchovavany v tme pri laboratornej teplote.
Roztok AA/BIS (30 % (w/v) akrylamidu a 0,8 % (w/v) N,N"-metylénbisakrylamidu).
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3.4.2.1 Priprava elektrodového pufru

Zasobny roztok 10x koncentrovaného elektroédového timivého roztoku o objeme 2 | bol
pripraveny podla tab. 1. Navazky 6,05 g Tris, 288,20 g glycinu a 20 g SDS boli
rozpustené v 1,5 | deion. vody, skontrolovala sa hodnota pH = 8,3 a doliala sa deion. voda

do kone¢ného objemu 2 1.

3.4.2.2 Priprava vzorkovacieho pufru

Zasobny roztok 2x koncentrovaného Laemmliho vzorkovacieho pufru bol pripraveny
podrla tab. 2. Na pripravu boli vyuzité roztoky: 2,5 ml Tris-HCI pufer do zaostrovacieho
gélu, 4 ml 10% (w/v) SDS a 2 ml glycerolu. Po napipetovani potrebnych objemov
nakoniec bolo pridanych 310 mg dithiothreitolu a 2 mg bromfenolovej modrej. Hotovy

roztok bol uchovavany v tme pri laboratérnej teplote.

Tab. 1 Zlozenie 1 litra elektrodového pufru pH = 8,3 pre SDS-PAGE.

N y Vysledna Mnozstvo re 10x
Zlozka MnoZstvo [g] kon}éentrécia koncentrov[agg; roztok
Tris 3,025 0,025 mol/I 3,025
Glycin 14,410 0,192 mol/I 144,100
SDS 1,000 0,100 % (w/v) 10,000

Tab. 2 Zlozenie 10 ml 2x koncentrovaného Laemmliho vzorkovacieho pufru, pH = 6,8.

Mnozstvo pre 2x

Zlozka K , Vyslednd koncentracia
oncentrovany roztok

Tris 0,151¢ 0,125 mol/l

Dithiothreitol 0,310¢ 0,200 mol/I

SDS 0,400 g 4,00 % (wiv)

Bromfenolova modra 0,002 g 0,02 % (w/v)

Glycerol 2ml 20,00 % (w/v)
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3.4.3 Zasobné roztoky pre Western blot

Blotovaci pufer (0,025 mol/l Tris, 0,192 mol/l glycin a 20 % (v/v) metanol). Roztok sa
pre potreby Western blotu pouzival opakovane, maximalne Styrikrat.

Farbiaci roztok s Ponceau S (0,2 % (w/v) farbiva Ponceau S a 10 % (v/v) kyseliny

octovej). Roztok sa pouzival opakovane a bol uchovavany v tme pri laboratornej teplote.

3.4.3.1 Priprava TBS pufru pre imunodetekciu proteinov

Zasobny TBS pufer pre imunodetekciu proteinov na membrane bol pripraveny ako 5x
koncentrovany podl'a tab. 3. Navazky 4,84 g Tris a 58,44 g NaCl boli rozpustené v 1,5 |
deionizovanej vody, pH bolo upravené HCI na hodnotu 7,5 a roztok bol doplneny deion.

vodou na kone¢ny objem 2 1.

3.4.3.2 Priprava farbiaceho roztoku NBT-BCIP
Na pripravu 5 ml zasobného farbiaceho roztoku NBT-BCIP boli rozpustené navazky
94 mg NBT a 47 mg BCIP v roztoku 3,35 ml dimetylsulfoxidu a 1,65 ml deion. vody.

Roztok bol uchovavany v chladnic¢ke v nepriehladnom obale.

Tab. 3 Zlozenie 1 litra zasobného TBS pufru pre imunodetekciu proteinov, pH = 7,5.
Mnozstvo  Vysledné koncentracia ~ MnozZstvo [g] pre 5x

Zlozka

[a] [mmol/l] koncentrovany roztok
Tris 2,4428 20 12,114
NaCl 29,2200 500 146,100
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3.4.4 Ostatné zasobné roztoky
e Zasobny roztok Bradfordovho ¢inidla (50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 25

ml metanolu, 50 ml 85% kyseliny fosfore¢nej, doplnené deion. vodou na objem
100 ml).

e Zasobny vodny roztok PTIO o koncentracii 90 mmol/l, alikvoty zmrazené
pri -20°C.

e Tris-HCI pufer pre histochemické experimenty o koncentracii 10 mmol/l Tris,
pH =7.4.

e Zasobny roztok DAF-2 DA (10 mmol/l Tris-HCI pufer, pH = 7,4 s obsahom
DAF-2 DA o koncentracii 5 mmol/l), alikvoty zmrazené pri -30°C.

o Extrakény K-fosfatovy pufer pre pripravu vzorky na stanovenie aktivity APX (0,1
mol/l K-fosfatovy pufer, pH = 7,0 obsahujuci 2 mmol/l Na,-EDTA).

e Reakény K-fosfatovy pufer pre stanovenie aktivity APX (0,1 mol/l K-fosfatovy
pufer, pH = 7,0 obsahujuci 0,2 mmol/l Na>-EDTA).

e Tlmivy roztok TBS pre riedenie zasobného farbiaceho roztoku NBT-BCIP
(20 mmol/I Tris a 500 mmol/l NaCl, pH = 9,0).

e Zasobny roztok n-butanolu nasyteného vodou.

3.4.5 Stresovanie listov rastlin

Na experimenty sa vyuzivali iba listy vypestovanych rastlin. V pripade S. lycopersicum
boli pouzité posledné tri listy druhej a tretej odnoze. V pripade Arabidopsis boli pouzité
listy rozety. Listy boli odstrihnuté noznicami a zl'ahka polozené na dve poskladané vrstvy
bunicitej vaty v Petriho miskach. Listy boli rozloZené vedla seba tak, aby sa nedotykali
a neprekryvali, priCom v kazdej Petriho miske boli listy len jedného druhu rastliny.
Bunicita vata bola zvlhéena 20 ml deion. vody alebo Cerstvo pripravenymi roztokmi
kyseliny salicylovej (SA, o koncentracii 0,5 mmol-1), donorom oxidu dusnatého (SNP,
0 koncentracii 1,0 mmol-1?') alebo lapadom oxidu dusnatého (PTIO, o koncentracii
0,1 mmol-I%).

Pripravené a uzatvorené Petriho misky s listami boli rozdelené do dvoch skupin. Prva
skupina bola stresovand v termostate teplotou 40°C (teplotny stres, HS) po dobu dvoch
a Styroch hodin. Misky druhej skupiny, boli ponechané pri 25°Cpo dobu dvoch a styroch
hodin. Vynimku predstavovali Petriho misky s deion. vodou, ktoré boli si¢ast'ou len prve;j
skupiny, tymto sa sledoval samotny dopad HS na listy, bez pridavku inych latok. Ako

kontrola boli pouzité listy, ktoré sa po odstrihnuti z rastliny ihned’ zamrazili.
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Po uplynuti inkubacnej doby listy z Petriho misiek uréené pre analyzu proteinov
HSP70 boli ulozené do cistej nddoby a zmrazené v mraznicke pri -30°C, kde zostali
uloZené pre d’alSie spracovanie. Listy ur¢ené na meranie enzymovych aktivit boli opatrne
zabalené do alobalu, ihned’ zmrazené v tekutom dusiku a nasledne ulozené do mraznicky
pri -30°C, kde boli skladované pre d’alSie spracovanie. Na histochemické experimenty

boli pouzité Cerstvé listy.

3.4.6 Priprava rastlinnych vzoriek
Vsetky rastlinné extrakty boli pripravené homogenizaciou s ti¢ikom a morskym pieskom
v trecej miske vychladenej v Tadovom kupeli. Ak nie je uvedené inak extrakty boli vzdy

centrifugované 10 min. pri 16000 g a 4°C.

3.4.6.1 Priprava rastlinnych vzoriek pre SDS-PAGE
Extrakt z listov rastlin ur¢enych pre SDS-PAGE proteinov HSP70 bol pripraveny

extrakciou v pomere 1:2 sextrakénym Tris-HCl pufrom. Pripraveny extrakt bol
scentrifugovany (10 min. pri 16000 g a 4°C). Supernatant bol prepipetovany do Cistej
mikroskiimavky azmrazeny pri -80°C pre neskorSie pouzitie, alebo sa zmiesal so
vzorkovacim pufrom v pomere 1:1 a vlozil na 10 min. do termostatu vyhriateho na 80°C.
Pripravena vzorka bola ochladena v 'adovom kupeli a centrifugovana 5 min pri 16000 g

a 4°C. Supernatant bol pouzity pre analyzu HSP70 metédou SDS-PAGE a Western blotu.

3.4.6.2 Priprava rastlinnych vzoriek pre stanovenie aktivity APX

Extrakt z listov rastlin ur€enych pre stanovenie aktivity askorbatperoxidazy (APX) bol
pripraveny extrakciou v pomere 1 : 2 s extrakénym K-fosfatovym pufrom, v ktorom bola
cerstvo rozpustena kyselina askorbova v mnoZstve 3,50 mg/ml pufru). Pripraveny extrakt
bol centrifugovany (10 min. pri 16000 g a 4°C). Supernatant bol prepipetovany do novej

mikroskumavky a hned’ pouzity na stanovenie aktivity APX.

3.4.7 SDS-PAGE

Elektromigra¢na metoda SDS-PAGE v diskontinudlnom prevedeni bola pouzitd na
delenie proteinov rastlinnych extraktov za tc¢elom detekcie a stanovenia HSP70. Priprave
gélov (tab. 4) predchadzalo odmastenie skiel etanolom aich vloZenie do stojana.
Pre separaciu boli pouzité 10% aj 7% deliace gély, obidva o hrubke 1,5 mm. Pre oba
deliace gély bol nasledne pripraveny 4% zaostrovaci gél. Roztok 10 % (w/v) persiranu

amonneho (APS) sa vzdy pripravoval Cerstvy.
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Tab. 4 Zlozenie 10% a 7% deliacich gélov a 4% zaostrovacieho gélu. Objemy st uvedené v ml
na pripravu gélov o hrubke 1,5 mm v pocte 1 ks 10%, 1 ks 7% a 2 ks 4% gélov. Vysvetlenie
skratiek: AA/BIS (zasobny roztok 30 % akrylamidu a 0,8 % metylénbisakrylamidu), SDS (10%
(w/v) zasobny roztok SDS), TEMED (komer¢ny N,N’tetrametyléndiamin), APS (10% (w/v)
persiran amonny).

Tris-HCI Tris-HCI

Typ gélu  AA/BIS . H.O SDS TEMED APS
pre deliaci  pre zaostr.

10% deliaci 3,40 2,50 - 3,80 0,10 0,01 0,07

7% deliaci 2,30 2,50 - 510 0,10 0,01 0,07

4% zaostr. 1,30 - 2,50 590 0,20 0,02 0,12

Do jamiek pripravenych gélov sa napipetovali jednotlivé vzorky o objeme 30 pl
a Standard, rekombinantny ludsky HSP70 so znackou his-tag, pre identifikaciu
a kvantifikaciu HSP70 vo vzorkach. Elektroforetickd komorka sa vekom uzatvorila,
vlozila do chladnicky a pripojila ku zdroju jednosmerného elektrického pradu.

Spociatku boli proteiny separované 30 min. pri napiti 100 V, néasledne sa hodnota

napdtia zvySila na 200 V.

3.4.8 Western blot

3.4.8.1 Tank blotting

Na prenos proteinov z polyakrylamidového gélu na nitrocelul6zovii membranu bol
vyuzity Western blot v prevedeni Tank blotting. hodnota prudu vypocitana podla
velkosti plochy membrany (v pripade pouzitia viacerych membran sa plocha s¢itala), t. j.
0,8 mA/cm?. Po troch hodinach blotovania sa otestovala Gispesnost’ prenosu proteinov na
membranu tym, ze membrana bola ponorena na par minut do roztoku farbiva Ponceau S.
Po uspeSnom prenose sa na membrane objavili bandy separovanych proteinov.

Farbivo Ponceau S sa viaZe na proteiny reverzibilne a pred imunodetekciou proteinov
na membrane ho treba odstranit, ¢o bolo vykonané premyvanim membrany za staleho

trepania (50 RPM) trikrat po sebe 25 ml TBS pufru, pH =7.5.

3.4.8.2 Imunodetekcia proteinov na nitrocelulézovej membrane

Vizualizacia bandov HSP70 bola dosiahnutd inkubovanim membrany s viacerymi
roztokmi, ako je to d’alej opisané. Na imunodetekciu bol pouzity zriedeny TBS pufer
pripraveny riedenim 5x koncentrovaného zasobného TBS pufru v pomere 1 : 4. Ak nie je
uvedené inak inkubacia prebiehala pri laboratdrnej teplote za staleho trepania 50 RPM

a premytie membrany bolo vykonané vzdy trikrat po dobu 5 min. TBS pufrom (s
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pridavkom detergentu Tween20 v pomere 0,5 ml Tween20 : 1000 ml TBS pufru)
0 objeme 25 ml za staleho trepania 50 RPM.

Volné vdzbové miesta membrany boli blokované dvojhodinovou inkubéciou s 25 ml
TBS pufru obsahujuceho Cerstvo pridané nizkotucné suSené mlieko o vyslednej
koncentracii 5% (w/v). Membrana bola néasledne premyta.

K membrane bolo napipetovanych 5 ml roztoku primarnej protilatky (monoklonalna
anti-HSP produkovana v mysi) riedenej TBS pufrom v pomere 1:2500. Membrana s
roztokom primarnej protilatky bola inkubovana cez noc v chladni¢ke za staleho trepania
SO0RPM. Nespecificky naviazand priméarna protilaitka bola odstranena premytim
membrany. Membrana bola 2 hodiny inkubovana s 10 ml roztoku sekundarnej protilatky
(anti-mysia IgG produkovana v koze, konjugovana alkalickou fosfatazou) riedenej TBS
pufrom v pomere 1 : 5000. Nespecificky naviazana sekundarna protilatka bola odstranena
premytim membrany.

Na vizualizaciu bandov sa k premytej membrane pridalo 5 ml farbiaceho roztoku
NBT-BCIP, pripraveného riedenim zasobného roztoku NBT-BCIP roztokom TBS (s
upravenym pH = 9) v pomere 1:49. Membrana sa nechala inkubovat’ 5 min. nasledne sa
farbiaci roztok vylial a membrana sa premyla, v tomto kroku na premytie bola pouzita
deion. voda.

Suchd membrana bola odfotografovana a bandy boli denzitometricky vyhodnotené

softwareom ImagelJ (verzia 1.51n).

3.4.9 Stanovenie enzymovej aktivity APX

Aktivita akorbatperoxidazy bola stanovena spektrofotometricky. V principe sa sledoval
ubytok H»>O2, ktory bol redukovany na vodu za sti¢asnej oxidacie kyseliny askorbove;.
Uvedenti chemicku reakciu katalyzuji enzymy APX. V ¢asovych intervaloch 10 s po
dobu 1 min. sa zaznamenaval pokles absorbancie pri vlnovej dizke 290 nm
zodpovedajucej absorpénému maximu H2O».

Do jamky mikrotitracnej doSticky bolo postupne napipetované: 125 ul reakéného
K-fosfatového pufru, 72 pl 1,75 mmol/l kyselina askorbova, 15 ul extrakt (v pripade
potreby riedeny extrakénym K-fosfatovym pufrom bez pridavku kyseliny askorbovej).
Reakcia bola spustena pridavkom 38 pl 0,7 mmol/l H20.. V pripade blanku bol namiesto

extraktu pipetovany reakény K-fosfatovy pufer.

54



3.4.10 Stanovenie proteinov Bradfordovou metédou
Obsah proteinov v rastlinnych extraktoch bol stanoveny spektrofotometricky. Do jamky
mikrotitratnej dosti¢ky bolo postupne napipetované: 45 ul deionizovanej vody, 5 pl
vhodne nariedené¢ho extraktu a nakoniec 200 pl Bradfordovho ¢inidla pripraveného
patnasobnym riedenim zasobného Bradfordovho Cinidla. Zmes sa nechala inkubovat’
5 min. pri laboratornej teplote a nasledne bola zmerana absorbancia pri vlnovej dizke
595 nm.

Obsah proteinov bol kvantifikovany vypoctom z rovnice linearnej regresie ziskanej
zmeranim absorbancii kalibra¢nej rady roztokov hovidzieho sérového albuminu (BSA)

v rozsahu koncentracii 0,1 az 0,7 mg/ml.

3.4.11 Histochemicka detekcia oxidu dusnatého

Pre detekciu NO v listoch rastlin bola pouzitd membranovo permeabilna sonda DAF-2
DA (4,5-diaminofluorescein diacetat), ktora bunkové esterazy hydrolyzou premienaji na
formu neprechadzajicu membranami (DAF-2), ktora sa v bunke okamzite reaguje s NO
¢im, sa premiena na fluoreskujuci produkt triazolofluorescein (DAF-2T),
charakterizovany absorpénym maximom 495 nm a emisnym maximom 515 nm (Zhang
etal., 2002).

Stvorcové vyrezy (1 x 1 cm) &erstvych stresovanych a kontrolnych listov rastlin boli
kolmo ponorené do tuhnucej 4% agarozy s teplotou 40 °C. Nasledne bolo urychlené
tuhnutie vlozenim nadoby s agardézou a listami do misky so studenou vodou. Skalpelom
boli vyrezané kocky agardzy obsahujlce listy. Kocka bola upravena do tvaru
pyramidy, prilepend na stolcek vibracného mikrotomu (vibratomu), ktorym boli
zhotovené rezy listov o hrubke 100 pm. Z kazdého listu bolo zhotovenych niekol'ko rezov
(aspoil 6 ks), ktoré sa neskor rozdelili do dvoch skupin a boli inkubované v rdéznych
roztokoch vzdy o objeme 2 ml.

Na zaéiatku vietky rezy boli prenesené na 5 min. do Tris-HCI pufru. Cast’ rezov, jedna
skupina, sa potom preniesla na 20 min. do novej davky roztoku Tris-HCI pufru. Nasledne
tieto rezy boli inkubované 30 min. v roztoku Tris-HCI s obsahom 5 nmol/l DAF-2
DA, nakoniec sa preniesli na 5 min. do Tis-HCl pufru aboli znich zhotovené
mikroskopické preparaty. Druha Cast’ rezov posluzila na pripravu negativnych kontrol
takym sposobom, Ze 20 min. boli rezy inkubované v roztoku Tris-HCI obsahujucom lapac
oxidu dusnatého, PTIO, o koncentracii 200 pmol/l (roztok bol pripraveny riedenim

zasobného roztoku PTIO roztokom Tris-HCI v pomere 1 :405). Rezy boli nasledne
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inkubované v roztoku Tris-HCI obsahujiicom 200 pmol/l PTIO a 5 nmol/l DAF-2 DA
(priprava zmie$anim zasobnych roztokov PTIO, DAF-2 DA aTris-HCl v pomere
1,00 : 2,45 : 1000). Rezy sa nakoniec preniesli na 5 min. do Tris-HCI pufru a vyhotovili
sa Z nich preparaty.

Mikroskopické preparaty boli zhotovené prenesenim jedného rezu na podlozné
sklicko, prikvapnutim 50% glycerolom a prekrytim krycim sklickom. Preparaty boli
mikroskopované vo viditel'nej oblasti spektra. Fluorescencia DAF-2T bola pozorovana
s vyuzitim hranolu pre fluorescenciu U-MWB (excita¢ny filter 450-480 nm, emisny
band-pass filter 500 nm). Vsetky vzorky boli odfotené digitalnou kamerou DP60, ktory

je sucast’ou mikroskopu, a vyhodnotené softwareom Imagel.
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4 VYSLEDKY

4.1 Histochemicka detekcia reaktivnych foriem dusika
Pocas HS dochadza k produkcii NO (Xuan et al., 2010), pricom exogénne aplikovana
SA tiez dokaze vyvolat’ tvorbu NO (Gould et al., 2003). Donory NO svojimi u¢inkami st
schopné znizovat’ oxida¢né poskodenie indukované HS (Yang et al., 2011; Siddiqui et
al., 2017). Vo vykonanych experimentoch bol sledovany vplyv HS a vplyv aplikovanych
latok (SA a PTIO) na produkciu NO v listoch rajciaka jedlého (Solanum lycopersicum L.
kultivar Amateur) a Arabidopsis v ramci odpovede na HS. Produkcia NO bola sledovana
prostrednictvom sondy DAF-2 DA, ktora je pre svoje vlastnosti ¢asto pouzivana
Vv histochemickych experimnetoch s ciel'om detegovat’ NO v zivych bunkach a pletivach.
Pre demonstrovanie, Ze v biologickom materidly je sondou detegovany NO sa navySe
pouziva lapa¢ NO (PTIO) na zhotovenie negativych kontrol (Vishwakarma et al., 2019).
Sonda DAF-2 DA sa vyznacuje schopnostou prechadzat membranami, nasledne po
hydrolytickom odstiepeni acetylovych skupin t¢inkom bunkovych esteraz reaguje s NO,
resp. s N2Os a poskytuje zeleny fluorescen¢ny signal (Kojima et al., 1998).

V rezoch listov bol signdl sondy najlepSie pozorovatelny v cievnych zvédzkoch
Zilnatiny vedenej stredom listu, d’alej v trichdmoch, a bunkach epidermy u rajciaka (obr.

18 a obr. 19) aj Arabidopsis (obr. 20 a obr. 21).

S7



Kc')‘ntxr'ola Kontrola

SA (negat. kontrola)

PTIO

i

PTIO ‘('n'e\gat.‘ koﬁtrola) PTIO (negat. kontrola)

Obr. 18 Histochemicka detekcia NO v prie¢nych rezoch listov raj¢iaka. Mikroskopia preparatov
Vo viditelnom (vl'avo) a fluorescenénom (vpravo) spektre, celkové zviac¢Senie 100x. Listy boli
oSetrené kyselinou salicylovou (SA, 0,5 mmol/l) alebo lapacom NO (PTIO, 0,1 mmol/l) a
ponechané pri 25°C po dobu 2 hod. Negativne kontroly predstavuju priecne rezy totoznych listov

inkubované s PTI10 (0,1 mmol/l).
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Obr. 19 Histochemicka detekcia NO v prie¢nych rezoch listov raj¢iaka. Mikroskopia preparatov
vo viditelnom (vl'avo) a fluorescencnom (vpravo) spektre, celkové zviacsenie 100x. Listy boli
oSetrené kyselinou salicylovou (SA, 0,5 mmol/l) alebo lapa¢om NO (PTIO, 0,1 mmol/l) a/alebo
stresované teplotou 40°C (HS) po dobu 2 hod. Negativne kontroly predstavuji priene rezy
totoznych listov inkubované s PTIO (0,1 mmol/l).

59



Kontrola Kontrola
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PTIO PTIO
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Obr. 20 Histochemicka detekcia NO v prie¢nych rezoch listov Arabidopsis. Mikroskopia
preparatov vo viditenom (vl'avo) a fluorescenénom (vpravo) spektre, celkové zvacSenie 100x.
Listy boli oSetrené kyselinou salicylovou (SA, 0,5 mmol/l) alebo lapa¢om NO (PTIO, 0,1 mmol/1)
a ponechané pri 25°C po dobu 2 hod. Negativne kontroly predstavuji priecne rezy totoznych
listov inkubované s PTIO (0,1 mmol/l).
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21 Histochemicka detekcia NO v priecnych rezoch listov Arabidopsis. Mikroskopia
preparatov vo viditelnom (vl'avo) a fluorescen¢nom (vpravo) spektre, celkové zvacsenie 100x.
Listy boli o$etrené kyselinou salicylovou (SA, 0,5 mmol/l) alebo lapa¢om NO (PTIO, 0,1 mmol/l)
a/alebo stresované teplotou 40°C (HS) po dobu 2 hod. Negativne kontroly predstavuju priecne

rezy totoznych listov inkubované s lapacom NO (PTIO, 0,1 mmol/l).
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Podrla fotografii uvedenych Struktir u Arabidopsis aj raj¢iaka je mozné usudit, ze
najviac NO sa akumulovalo v bunkach, na rozhrani s vonkaj$im prostredim (obr. 18
kontrola; obr. 21 HS), u niektorych trichdmov raj¢iaka a Arabidopsis je vidiet
vyraznejsiu fluorescenciu na povrchu ako vo vnutri (obr. 18 PTIO; obr. 21 SA+HS).

Toto pozorovanie, predovsetkym na fotografii preparatu zachytavajuci rez, ktory
nebol odrezany priecne v porovnani s ostatnymi rezmi (obr. 22), méze byt CiastoCne
objasnené¢ skutocnostou, ze vplyvom rezania porusenie celistvosti bunky spdsobi
vytecenie obsahu cytoplazmy do vonkajSieho prostredia, zatial’ ¢o rigidna bunkové stena
zostane uchytena k okolitym bunkdm, preto je mozné predpokladat, ze fluorescencia
pochadza predovsetkym z okolia bunkovych stien, popripade membran, ktoré mozu
zostat’ viazané s bunkovou stenou napr. prostrednictvom Hechtovych vlaken. V pripade
cievnych zvizkov, ktoré v podstate predstavuju duté trubice, je zabezpeceny lepsi kontakt
s roztokom sondy. Okrem toho na obr. 23 je vidiet,, Ze cievne zvézKy prirodzene obsahuju

latky emituj zelenu fluorescencniu pri pouZitej excitatnej vlnovej dizke. Tieto latky

uréitym prispevkom zkresluju flurescencniu sondy.

Obr. 22 Histochemicka detekcia NO v reze listu Arabidopsis. Mikroskopia preparatou
vo viditelnom (vl'avo) a fluorescenc¢nom (vpravo) spektre. Rez nebol odrezany dostatocne komlo
na povrch listu.
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Obr. 23 Fotografia prie¢neho rezu listu raj¢iaka vo fluorescenénom spektre, celkové zvacsenie
100x. Kontrolny list bez inkubacie s roztokmi DAF-2 DA a PTIO zachytava dominantnt ¢ervent
fluorescencniu chlorofylu a v malej miere zelent fluorescencniu cievnych zvazkov (uprostred).
Pozn. fotografia vo viditelom spektre nebola vyhotovena.

V bunkéch obsahujucich vel'a chloroplastov, resp. chlorofylu, bola detekcia signalu
sondy znemoznena z dovodu, ze zmieSanim Cerveného svetla (fluorescencia chlorofylu
pri pouzitej excitatnej vinovej dizke) a zeleného svetla (fluorescencia sondy) vznika z1té
svetlo. ZIta, Zlto-oranzova az Gervenu fluorescenciu je mozné pozorovat’ vo vnutornej
Casti listu, resp. vo vSetkych oblastiach tvorenych bunkami hubovitého a palisaidového
parenchymu (obr. 18, 19, 20, 21). Vyhodnotenie uréitym spdsobom ovplyvnili vzduchové
bubliny. Ich pritomnost’ medzi parenchymatickymi bunkami sa prejavila skreslovanim

farby signalu z Cervenej na oranzovo-zIti (obr. 24).

bgbﬁny

Obr. 24 Histochemicka detekcia NO v reze listu raj¢iaka. Mikroskopia preparatou vo viditelnom
(vlavo) a fluorescenénom (vpravo) spektre. Prieény rez éepele listu bosahuje medzi bunkami
vzduchové bubliny, ktoré mézu skresl'ovat’ fluorescenciu. Vzduchové bubliny na fotografii vo
viditelnom spektre maju sivo-Ciernu farbu a prekryvaju zelené parenchymatické bunky. Na
fotografii vo fluorescen¢nom spektre vplyvom vzduchovych bublin sa meni ¢ervena farba na
oranzovo-ZItu.
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Vzhl'adom na interferenciu farby chlorofylu boli do vyhodnotenia vzaté iba signaly
Z epidermy, signdl z trichomov pre ich variabilny pocet a umiestnenie bol ignorovany
vratane signalu zo stredovej zilnatiny, pretoze ¢astokrat cievne zviazky neboli odrezané
kolmo alebo boli prekryté bunkami obsahujucimi chlorofyl (obr. 18 — PTIO negat.
kontrola). V software ImageJ pomocou funkcie Color Threshold boli z fotografie
odstranené oblasti listu sfarbené v odtietioch Cervenej a oranzovo-zltej. Néasledne po
odstraneni pozadia z okolia rezu funkciou Substract Background bol denzitometricky
vyhodnoteny zostatkovy signal, predstavujici hlavne zelena fluorescenciu sondy.

Histochemicka detekcia NO v danom usporiadani experimentu a uvedenom spdsobe
vyhodnotenia dat neposkytla vysledky vhodné na zhodnotenie vplyvu HS a testovanych
latok (PTIO a SA) na akumulaciu NO a porovnanie rozdielov v akumulacii NO medzi
jednotlivymi vzorkami. Navzdory detegovaniu zeleného signalu sondy v listoch oboch
rastlin experiment nemozno vyhodnotit, pretoze signal v negativnych kontrolach
(inkubécia rezov s PTIO) bol Castokrat vyssi ako vo vzorkach inkubovanych bez PTIO.

Zachytena fluorescencia pouzitej sondy ale aj chlorofylu s narastajicim zvac¢Sovanim

pozorovaného rezu naberala na intenzite (obr. x25), experimenty vsak neboli vykonané

pri va¢Som zvéacseni pre nedostatok rastlinného materidlu a z ¢asovych dovodov.

Obr. 25 Histochemicka detekcia NO v prie¢nych rezoch listov raj¢iaka. Mikroskopia preparatov
vo fluorescen¢nom spektre, pri celkovom zvicSeni 40x (vlavo) a 100X (vpravo).

4.2 Stadium vplyvu modulicie hladin NO a SA na akumulaciu HSP70
pri teplotnom strese

V vamci odpovede na teplotny stress dochadza k akumlacii HSP, ich akumulacia je
esencialna pre prekonanie HS (Clarke et al., 2004). HSP plnia nezastupitel'nt funckiu pri
zdolavani mnohych biotickych a abiotickych stresov. Ukézalo sa, Ze signalne molekuly

NO aSA ovplyviiuju expresiu HSP (Wu et al.,, 2015; Cronjé a Bornman, 1999).
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V predlozZenej kapitole bol skimany vplyv modulacie hladin oxidu dusnatého donorom
NO (nitroprussid sodny), lapa¢om NO (PTIO) a kyselinou salicylovou na akumulaciu
HSP70 v odpovedi rajc¢iaka a Arabidopsis na HS.

Experimentalne stanovenie HSP70 bolo zalozené na metdédach SDS-PAGE a Western
blot. Pricom boli pouzivané dva typy deliacich gélov 10% a 7% polyakrylamidovy gél.
Separacia v 7% gély umoznuje lep$ie rozliSenie proteinov s pribuznou molekulovou
hmotnost'ou na zaklade ¢oho sa d4 ocakavat’ detekcia viacerych izoforiem HSP70, ak st

v extraktoch pritomné (Piterkova et al., 2013).

4.3 Optimalizacia kvantifikacie HSP70 v extraktoch listov rastlin
Separacia proteinov obsiahnutych v extraktoch listov rajé¢iaka a Arabidopsis s vyuzitim
SDS-PAGE predchadzala prenosu proteinov na membranu a detekcii HSP70 pomocou
primarnej protilatky a sekundarnej protilatky. Nakoniec vizualizované bandy HSP70 boli
denzitometricky vyhodnotené a kvantifikované podla znadmej koncentracie Standardu
HSP70 ¢loveka. Ziskané hodnoty boli vyjadrené relativne vzhl'adom na hodnotu kontroly
a graficky znazornené.

Stanovenie HSP70 v listoch Arabidopsis a rajéiaka sa ukazalo byt problematické
z hl'adiska spracovania vzorky a vlastnosti pouZzitej primarnej protilatky. Vysledkami
imunodetekcie proteinov boli membrany bez detegovanych bandov, ktoré by zodpovedali
molekulovej hmotnosti Standardu HSP70, castokrat nebol detegovany ani Standard

HSP70.

4.3.1 Vplyv zloZenia extraktu na stanovenie HSP70
Po vykonani experimentu podl'a povodného protokolu (kapitoly 3.4.6.1.; 3.4.7 a 3.4.8)
a netspesnej imunodetekcii HSP70 vzoriek Arabidopsis a raj¢iaka boli zvysky extraktov
pouzitych v tomto experimente zamrazené a uschované pri -30°C. Neskor bola z tychto
extraktov lyofilizaciou odstranena voda. Lyofilizat bol nasledne rozpusteny v extrakénom
pufre, aby vznikol 4x koncentrovany extrakt. Skoncentrovany extrakt bol nasledne
spracovany rovnakym sposobom ako povodny extrakt. Napriek tomu tato modifikacia
nepriniesla zlepsenie detekcie — Ziadne bandy HSP70 nad’alej neboli pozorované.
Ziskané vysledky naznauji, ze mnozstvo proteinov v extraktoch nemusi byt
dovodom netspesnej imunodetekcie. Nemozno vylucit’ ani problém s kvalitou protilatky,
nakol’ko opakovane sa nepodarilo detegovat’ ani len bandy Standardu HSP70.
V nasledujucich experimentoch (vratane obr. 26) bola pouzita novozakupena primarna

protilatka (totoznd s predchadzajicou protilatkou - rovnaka Sarza). Extrakty listov
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Arabidopsis boli lyofilizované a nasledne rozpustené v deion. vode tak, aby sa 3x a 5x
skoncentrovali. Na fotografii membran (obr. 26) vidiet', Ze Standard HSP70 je tispesne
detegovany a intenzivne sfarbeny, mnozstvo HSP70 v extraktoch vzoriek je vSak nizke.
Primarna protilatka proti HSP70 navySe reagovala s inymi proteinmi (cross reaktivita),
ktoré sa vSak nenachadzali v blizkosti HSP70. Tento jav bol pozorovany vo vsetkych
vzorkach listov Arabidopsis, na obr. 27 st vybrané dva nazorné priklady. Na druhej strane
vo vzorkach rajéiny ziadna cross-reaktivita nebol zaznamenana, protilatka detegovala iba

HSP70.

Obr. 26 Detekcia HSP70 z listov Arabidopsis stresovanych 4 hod. teplotou 40°C. A) Membrana
po imunodetekcii HSP70. B) Totozna membrana po skonéeni Western blotu zafarbena
Ponceau S. Pre detekciu HSP70 bola pouZita nova primarna protilatka. Cisla 3x a 5x znamenaju
kolkokrat bol skoncentrovany extrakt listov s vyuzitim lyofilizacie. Povodny neskoncentrovany
extrakt nebol podrobeny analyze. Cisla v percentach reprezentujii denzitometrické vyhodnotenie
bandov HSP70 stresovanych vzoriek vzhl'adom na $tandard HSP70.

Obr. 27 Detekcia HSP70 adalsich proteinov zlistov Arabidopsis. A) Membrana
po imunodetekcii HSP70. B) Totoznda membrana po skonceni Western blotu zafarbena
Ponceau S.
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4.4 Vplyv zloZenia extrakéného pufru a vzorkovacieho pufru na
stanovenie HSP70

Z dovodu, ze v predchadzajucich experimentoch skoncentrovanie obsahu proteinov
nepomohlo zlepsit' detekciu bandov HSP70, pristapilo sa k uprave zlozenia
vzorkovacieho pufru, extrakéného pufru a pomeru extrakcie. Okrem toho prediZenie
inkubdcie extraktu so vzorkovacim pufrom (pomer 1 : 1 pri 80°C) na dvojndsobok casu
prinieslo porovnatel'né vysledky.

Pre dosiahnutie Uc¢innejsSej extrakcie HSP70 bol pripraveny novy extrakény pufer,
Ktory okrem pdvodného Tris-HCI 0 koncentracii 0,1 mol/l (pH 7) obsahoval pridavok
SDS v mnozstve 3 % (w/v). Extrakcia v trecej miske bola vykonana v upravenom pomere
1: 1 (pomer cCerstvej vahy listov a objemu extrakéného pufru).

Pri modifikécii zloZenia vzorkovacieho pufru sa vychadzalo z doteraz pouzivané¢ho
2x Laemmliho vzorkovacieho pufru (tab. 6). Hlavnym dévodom zmien v zloZeni bolo
zaistit’ zlepSenie denaturacie proteinov ich premenou na komplexy protein-SDS. Stcasne

bolo zvysené aj mnozstvo redukéného ¢inidla, dithiothreitolu a Tris (tab. 6).

Tab. 5 Zlozenie vzorkovacich pufrov na pripravu vzoriek pre SDS-PAGE, pH 6,8.
2x konc. (pévodny)  4x konc.  6x konc.  8x konc.

Tris-HCI [mol 1] 0,125 0,250 0375 0,500
Dithiothreitol [mol 1] 0,200 0,400 0,600 0,800
SDS [%] (w/v) 4 8 12 16
Glycerol [%] (w/v) 20 20 20 20
Bromfenolova modra [mg] 2 2 2 2
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Z rozdielov v stanoveni HSP70, po modifikovani zloZzenia extrakéného pufru,
vzorkovacieho pufru a pomeru extrakcie, ktoré su vidiet’ na obr. 28 sa da usudit, Ze na
pripravu vzorky pre SDS-PAGE z extraktov Arabidopsis a takisto raj¢iaka st rovnako
vhodné 8x a6x koncentrované vzorkovacie pufry. S klesajucou koncentraciou
vzorkovacieho pufru sa znizovalo mnozstvo detegovanych HSP70 na membrane
s vynimkou 2x konc. vzorkovacieho pufru, kedy bolo detegované zvysSené mnozstvo
HSP70 u rajéiaka. Dokonca u vzorky kontroly Arabidopsis na bandoch rozdelenych v 7%
géle je vidiet’, Ze v oblasti molekulovej hmotnosti Standardu HSP70 su detegované dva
samostatné bandy.

Zmenami v sposobe pripravy vzorky pre SDS-PAGE sa znacne zvySilo mnozstvo
detegovanych HSP70, ako je to moZzné vidiet na vybranych stresovanych vzorkach
(obr. 29). Z vizualneho porovnania bandov HSP70 rajciaka a Arabidopsis je evidentné,
ze listy rajéiaka obsahuji vacsie mnozstvo HSP70, aj vzhl'adom na to, ze v extraktoch
listov rajéiaka sa priemerne nachadza asi 3,7x viac proteinov ako v extraktoch listov
Arabidopsis. Vo vzorkach obsahujucich privela HSP70 nedoslo k dostatoénému
zaostreniu bandov, z tohto dovodu je potrebné v d’alSich experimentoch znizit’ mnozstvo
vzorky pipetovanej do jamky polyakrylamidového gélu. U kontrol sa nepodarilo
detegovat’ bandy HSP70, jednym z dovodov mohol byt pomer extrakcie (1 : 1), d’alSim
ze neslo o rovnaky extrakt aky bol pouzity v predchadzajiicom experimente (obr. 28).

Vplyv pomeru extrakcie na detekciu bol skimany v nasledujlicom experimente.

i
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Obr. 28 Detekcia HSP70 v listoch kontroly rajéiaka (vI'avo, 10% gél) a Arabidopsis (vpravo, 7%
gél). Cisla na spodnej strane obrazka znamenaji kol’kokrat koncentrovany vzorkovaci pufer bol
zmieSany s extraktom (1: 1) v ramci pripravy vzorky pre SDS-PAGE. Rézne koncentrované
vzorkovacie pufry sa miesali vzdy s totoznym extraktom. Cisla v percentach predstavuju
denzitometrické vyhodnotenie bandov HSP70 vzoriek - relativne hodnoty vztiahnuté k hodnote
prvej vzorky zlava (8x) — samostante pre vzorky rajCiaka aj Arabidopsis. U Arabidopsis boli
obidva bandy HSP70 denzitometricky vyhodnotené ako jeden celok.

68



Obr. 29 Detekcia HSP70 v stresovanych listoch raj¢iaka (vl'avo) a Arabidopsis (vpravo) po
modifikovani postupu pripravy vzorky pre SDS-PAGE (pouzity 7% gél). Vsetky vzorky boli
pripravené zmieSanim extraktov (extrakcia v pomere 1 : 1) a 6x koncentrovaného vzorkovacieho
pufru v pomere 1:2. Cisla v percentach predstavuju denzitometrické vyhodnotenie bandov
HSP70 — relativne hodnoty st vztiahnuté k mnozstvu HSP70 akumulovaného v listoch po 4 hod.
HS (HS 4h). Relativne hodnoty su vypocitané zvlast pre HSP70 Arabidopsis a HSP70 rajciaka.

Stanovenie (obr.29) bolo vykonané bez pouzitia Standardu HSP70 pre jeho
nedostatocné mnozstvo. Na zéklade skuto¢nosti, ze vSetky bandy sa nachadzaji na jedne;j
membrane, a Ze primarna protilatka doteraz vzdy detegovala v extraktoch rajciaka iba
HSP70 boli vizualizované bandy raj¢iaka stotoznené s HSP70. U vzoriek Arabidopsis
bandy HSP70 boli identifikované na zaklade porovnania pozicie bandov s detegovanymi

HSP70 rajciaka.

4.4.1 Vplyv pomeru extrakcie na stanovenie HSP70

Dalsou modifikaciou v stanoveni HSP70 bol sledovany vplyv extrakéného pufru

obohateného pridavkom SDS na mieru detekcie, pri vykonani extrakcie v pomere1:1a

1:2. Na pripravu vzorky podrobenej separacii SDS-PAGE bol pouZity 6x konc.

vzorkovaci pufer, ktory sa miesal s extraktmi listov v pomere 1 : 1 alebo 1 : 2 (obr. 30).
Z denzitometrického vyhodnotenia detegovanych bandov mozno usudit, ze lepsi

vysledok poskytuje extrakcia v pomere 1:2 anasledné zmieSanie extraktu so

vzorkovacim pufrom v pomere 1 : 1, ¢o plati pre listy raj¢iaka aj Arabidopsis.

Obr. 30 Detekcia HSP70 v listoch kontroly rajéiaka (2 bandy vlavo) a Arabidopsis (2 bandy
vpravo) po upraveni postupu spocivajucom v priprave vzorky pre SDS-PAGE (pouzity 10% gél).
Cisla v percentach predstavujii denzitometrické vyhodnotenie bandov HSP70 — relativne hodnoty
st vypocitané zvlast’ pre HSP70 Arabidopsis a HSP70 raj¢iaka.
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4.5 Analyza hladiny HSP70 v listoch rastlin pri vystaveni teplotnému

stresu, kyseline salicylovej, donoru NO a lapa¢u NO
Napriek problémom s detekciou HSP70 st v tejto kapitole uvedené orientacné vysledky
stanovenia HSP70, ktoré boli ziskané dodrzanim pdvodného protokolu (kapitoly 3.4.6.1.;
3.4.7 a3.4.8). Zcasovych dovodov neboli vykonané d’alSie experimenty podla
optimalizovaného protokolu.

Pocas HS v listoch Arabidopsis (obr. 31) dochadza k akumulacii HSP70. V listoch
inkubovanych 2 hod. a 4 hod. pri 40°C sa mnozstvo HSP70 zvysilo na 156 % kontroly.
Osetrenie listov SNP sa prejavilo akumulaciou vacsieho mnozstva HSP70 po 4 hod.
inkubacii pri HS v porovnani s pdsobenim samotného HS — rozdiel ¢ini 32 %. V listoch
inkubovanych s SNP pri 25°C mnozstvo HSP70 s casom klesalo, vyraze pod uroven
kontroly, aZ na 28 % kontroly po 4. hod.

U ostatnych listov, t. j. oSetrenych PTIO a SA vidiet rovnaky trend — pokles mnozstva
HSP70 v case, nezavisle od teploty. Ziskané hodnoty su si podobné a pohybuju sa v okoli
polovi¢nej hodnoty kontroly (v rozmedzi 44 az 66 % kontroly). Tieto hodnoty pochadzaju

z vyhodnotenia jedinej membrany.
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Obr. 31 Porovnanie hladin HSP70 v listoch Arabidopsis. Stanovené hodnoty st vyjadrené
relativne vzhladom na hodnotu kontroly. Listy boli oSetrené kyselinou salicylovou (SA,
0,5 mmol/l), donorom NO (SNP, Immol/l) alebo lapac¢om NO (PTIO, 0,1 mmol/l) a stresované
teplotou 40°C (HS) alebo ponechané pri 25°C (lab. t.), po dobu 2 a 4 hod. Vysledky reprezenutjt
jeden nezavisly biologicky pokus, kazda hodnota bola stanovena v extrakte pripraveného
z0 vsetkych listov rozety troch rastlin Arabidopsis starych 7 tyzdiov.
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Vysledky ziskané pre listy rajéiaka (obr. 32), konkrétne vysledky reprezentujuce
priemer dvoch nezéavislych pokusov (na obr. 32 maji zndzornené chybové usecky)
zodpovedaji ocakavaniam. V odpovedi na HS sa akumulujd HSP70, zaroven sa
mnozstvo HSP70 zvySuje s Casom postupne na 161 % kontroly v 4. hod. stresovania.
Rovnaky trend bol pozorovany pri aplikovani SA, ktora vyrazne potencovala akumulaciu
HSP70 pri HS.

Inkubdcia listov 4 hod. s aplikovanym SNP pri HS iba mierne zvysila mnozstvo HSP70
V porovnani s vplyvom samotného HS na listy (rozdiel priemernych hodnét ¢ini 12 %),
zatial' ¢o za rovnakych podmienok, vplyvom PTIO hladina HSP70 znacne vzrastla
(priblizne o 80 %).
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Obr. 32 Porovnanie hladin HSP70 v listoch rajéiaka. Stanovené hodnoty st vyjadrené relativne
vzhl'adom na hodnotu kontroly. Listy boli oSetrené kyselinou salicylovou (SA, 0,5 mmol/l),
donorom NO (SNP, Immol/1) alebo lapa¢om NO (PTIO, 0,1 mmol/l) a stresované teplotou 40°C
(HS), alebo ponechané pri 25°C (lab. t.), po dobu 2 a 4 hod. Hodnoty oznaéené chybovymi
useckami reprezenutjii priemer dvoch nezavislych pokusov (vratane kontroly), ostatné hodnoty
reprezenutji jeden nezavisly biologicky pokus. Pre kazdy pokus bol pouZity novy extrakt
pripraveny z dvoch listov rajciaka starych 6 tyzdiov. Chybové useCky predstavuji hodnoty
+ jedna smerodajna odchylka.
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4.6 Sledovanie zmien aktivity APX v listoch rajéiaka, pri vystaveni

teplotnému stresu, kyseline salicylovej, donoru NO a lapa¢u NO

Pocas HS dochéadza k oxidacnému vzplanutiu — produkcii mnozstva ROS spomedzi
ktorych v ramci HSR plni signalnu funkciu napr. H2O2. Ten je v signalnej drahe HSR
nadradeny NO (Wang et al., 2014). Nadmerna produkcia ROS je v8ak cytotoxicka a moze
byt pre bunku letalna. Okrem akumulacie HSP je dolezité v obranane proti HS znizit
hladinu ROS. Na detoxikacii H2O2 sa vo vyznamnej miere podiel'a askorbatperoxidaza
(APX), ktorej aktivita sa pocas HS spravidla zvySuje (Suzuki et al., 2008). Produkovany
NO spitne inhibuje produkciu ROS a donory NO tento u¢inok potencuju (Wu et al.,
2015). NO dokaze posttranslacne modifikovat’ cysteiny v proteinoch (S-nitrosylacia),
a zvySovat tak aktivitu APX, ¢o bolo potvrdené pre APX u Arabidopsis (Yang et al.,
2015).  S-nitrosylovany Cys32 je konzerovovany u mnohych rastlinnych
askorbatperoxidaz a pripadna S-nitrosylacia APX rajcaka by sa mohla prejavit’ zvysenim
aktivity APX v odpovedi na HS.

Z porovnania hodnot $pecifickych aktivit APX (obr. 33) v osetrenych listoch raj¢iaka
vyplyva, Ze aktivita APX sa mierne zvysila po 2 hod. inkubacie vo vsetkych vzorkach
oSetrenych SNP a PTIO, len v pripade inkubacie s SA pri lab. teplote bol zaznamenany
pokles aktivity, az na 60 % hodnoty kontroly. Po vystaveni samotnych listov HS aktivita
APX zostala takmer rovnaka ako u kontroly, a u listov stresovanych zaroven oSetrenych
SA. Sthrnne vzaté na aktivitu APX v stresovanych listoch mali pozitivny vplyv donor
NO (SNP) aj lapaca NO (PTIO).

VyraznejSie zmeny aktivit APX boli pozorovatelné po 4 hod. inkubacie. Vo vSetkych
oSetrenych listoch, okrem jednej vynimky, vidno rovnaky trend - zniZovanie aktivity
APX v ¢ase. Vynimku predstavuju listy oSetrené SA inkubované pri 25°C, v ktorych
aktivita APX vzréstla 0 12 %.
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Obr. 33 Porovnanie aktivit askorbatperoxidazy (APX) v listoch raj¢iaka. Relativne hodnoty
Styroch biologickych replikatov, chybové usecky reprezentuji hodnoty smerodajnych odchylok.
Listy boli oSetrené kyselinou salicylovou (0,5 mM-SA), donorom NO (1 mM-SNP) alebo
lapacom NO (0,1 mM-PTIO) a stresované teplotou 40°C (HS — teplotny stres) alebo ponechané
pri laboratornej teplote, po dobu 2 a 4 hod.

HS trvajuci 4 hod. spdsobil u samotnych listov pokles priemernej aktivity APX o 11 %
vzhl'adom na kontrolu. V porovnani s hodnotami ziskanymi po 2 hod. je vidiet, ze
inkubacia listov s SNP, PTIO a SA pri 25°C vyvolala vyraznejsi pokles aktivity APX
ako efekt samotného stresu — hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 60-77 % kontroly.
Naopak, aplikacia SNP a PTIO sposobila miernejsi pokles aktivity APX pocas stresu,
priblizne na trovei kontroly. Tieto latky zmiernili negativny dopad HS na aktivitu APX,
vo vicsej miere vSak SNP (priemerné hodnoty aktivit sa v8ak vel'mi neliSia, vplyvom
SNP aktivita APX dosahovala 102 % kontroly a vplyvom PTIO 96 % kontroly).

Pocas stresu V listoch oSetrenych SA takisto doslo k poklesu aktivity APX. Dosiahnuté
hodnota je porovnatel'na s vysledkom pdsobenia samotného stresu na listy. Z vysledkov

vyplyva, Ze SA neovplyvnila aktivitu APX Vv sledovanych interaloch HS trvajaceho 4
hod.
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5 DISKUSIA

5.1 Optimalizacia stanovenia HSP70 v listoch raj¢iaka a Arabidopsis
Pocas optimalizacie sa odhalili nedostatky protokolu spocivajice predovsetkym
Vv priprave extraktu listov a priprave vzorky pre SDS-PAGE, a to z hl'adiska zlozenia
pouzitych pufrov. Modifikovanie tychto krokov protokolu sa odzrkadlilo v zlepseni
detekcie HSP70, obzvlast’ vo vzorkach raj¢iaka.

Na zacCiatku optimalizacie bol pozorovany vplyv skoncentrovania extraktov
na imunodetekciu HSP70. S vyuzitim lyofilzacie boli skoncentrované latky pritomné
Vv extrakte vratane proteinov. Tato modifikacia vSak neviedla k zlepseniu detekcie HSP70
na membrane. Jednym z najdolezitejSich korkov v analyze je tvorba komplexov protein-
SDS. SDS sa viaze so vSetkymi proteinmi za vzniku tychto komplexov, ktoré mézu byt
separované SDS-PAGE. Zvysenie mnozstva proteinov skoncentrovanim extraktu vsak
znamena, ze dané mnozstvo SDS sa viaze so ziadanymi proteinmi (HSP70) v mensej
miere, Co vysvetluje detegovanie menSicho mnozstva HSP70 s narastajucou
koncentraciou proteinov v extraktoch (obr. 26). Skoncentrovanie proteinov v extrakte
negativne ovplyvnilo detekciu HSP70 pri pouziti rovnakého vzorkovacieho pufru. SDS
vo vzorkovacom pufre o koncentracii 4 % je nedostacujuci pre stanovenie HSP70
v extraktoch listov, ani po zdvojnasobeni ¢asu inkubacie extraktu so vzorkovacim
pufrom.

Dalsim korkom optimalizacie bolo modifikovanie zloZenia vzorkovacieho pufru a
extrak¢éného pufru. Obohatenie extrakéného pufru o SDS vo vyslednej koncentracii 3 %
a trojnasobné zvysenie mnozstva SDS a dithiothreitolu vo vzorkovacom pufre (tab. 6)
vyrazne zlepsilo detekciu HSP70 predovsetkym u rajéiaka (obr. 29). Sti¢asne sa potvrdila
povodna priprava extraktov listov - extrakcia v pomere 1:2 ako vhodna. Rovnako je
vyhovujtica aj inkubacia vzorkovacieho pufru s extraktom v pomere 1:1 (obr. 30).
Pozorovania, ze modifikovanie tychto krokov zdokonalilo detekciu HSP70 je mozné
vysvetlit’ na zaklade vlastnosti pouzitych latok. Zvysenie mnozstva pouzitého detergentu
SDS podporuje okrem uc¢innejsej denaturacie proteinov, ich premienanim na komplexy
protein-SDS, tiez lyzu buniek a lepSie uvol'nenie ubsahu cytosolu do extrakéného pufru.
Dithiothreitol redukciou disulfidovych mostikov tiez prispieva k denaturacii proteinov.
Extrakcia v pomere 1:2 =zabezpeCuje lepSie uvolnenie bunkovych =zloziek do

extrakéného pufru.

74



Napriek zoptimalizovaniu protokolu z ¢asovych dovodov neboli vykonané dalSie
naplanované experimenty, t. j. sledovanie vplyvu extrakcie (1 : 2) a zmieSanie extraktu
s 6x koncentrovanym vzorkovacim pufrom v pomere 1: 2 v ramci pripravy vzorky pre
SDS-PAGE na stanovenie HSP70 v listoch raj¢iaka a Arabidopsis. Dalsimi planovanymi
experimentmi boli stanovenia HSP70 v listoch rajéiaka a Arabidopsis podla
optimalizovaného protokolu v minimalne troch biologickych replikatoch a pripadne
podla potreby skoncentrovat proteiny v extraktoch Arabidopsis (lyofilizaciou
alebo vyzrazanim pridavkom acetéonu) a nasledne pripravit vzorky pre SDS-PAGE

s vyuzitim 6x koncentrovanych vzorkovacich pufrov.

5.2 Vplyv kysleiny salicylovej, donoru NO a lapa¢u NO na hladiny

HSP70 v listoch rastlin vystavenych teplotnému stresu
Navzdory ziskaniu dat z experimentov vykonanych podl'a povodného protokolu, pre
problémy s reprodukovatel'nostou, neschopnost’ spolahlivo zopakovat stanovenia
Vv dostato¢nom pocte, su ziskané data nedostato¢né pre vyvodenie adekvatnych zaverov
tykajucich sa u¢inkov donoru NO, lapacu NO a SA na akumulaciu HSP70 v odpovedi na
teplotny stres.

Nedostatkami v pocte stanoveni a zdOraznenim potreby vykonania novych
experimentov su viaceré pozorovania. Hladina HSP70 v listoch rajc¢iaka (obr. 32)
osetrenych SNP pocas HS prudko klesla (po 2 h od zac¢iatku HS), a potom prudko stipla
po d’alSich 2 h (4 h od zaciatku HS), ¢o je nepravdepodobné vzhI'adom na mechanizmus
HSR a experimentalne udaje publikované v literature (Ohama et al., 2017; Wu et al.,
2015), zmeny v akumulécii by sa mali podobat’ trendu zaznamenaného u Arabidopsis
(obr. 31). Vzhladom na ucinok SNP u rajéiaka podobny vysledok vidiet' v pripade
inkubacie s PTIO pri 25°C. Okrem toho hladina HSP70 v listoch oSetrenych SNP a
stresovanych 4 h je zvySend ale oCakavany bol vicsi narast vzhladom na hodnotu
kontroly. PTIO pri HS zvyS$oval mnozstvo HSP70 s ¢asom, dosiahnuta hodnota po 4 hod.
je vyrazne vysSia ako v listoch oSetrenych SNP za rovnakych podmienok ¢o nezodpoveda
udajom publikovanej literatary (Wu et al., 2015). Wu a kolektiv (2015) sa domnievaju,
ze PTIO méze ovpyvnovat” hladinu HSP regulaciou na urovni biosyntézy proteinov, preto
dokaze potencovat’ expresiu HSP navzdory tomu, Ze nezvySuje mieru vizby HSF na
DNA.
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Za d’alSie nedostatky jedného stanovenia mozno povazovat, ze akumuldcia HSP70
u Arabidopsis po 4 hod. HS je nizsia ako po 2 h HS, okrem toho inkubacia s SNP pri lab.
teplote viedla k poklesu mnozstva HSP70.

U listov Arabidopsis osetrenych PTIO a SA vidiet' pokles mnozstva HSP70 v case,
nezavisle od teploty. VSetky tieto ziskané hodnoty su si navzajom podobné a pochadzaji
z vyhodnotenia jedinej membrany. Napriek tomu, ze vSetky vysledky pre Arabidopsis
(obr. 31) boli ziskané v ramci toho istého experiment, nemozno vylucit’ chybu v postupe,
napr. nezabezpecenie ucinného prenosu proteinov na membranu. Uvedené pozorovania
nezodpovedaji ocakavaniam minimalne u teplom stresovanych listov (Snyman a Cronjé,
2008; Wu et al., 2015). Hodnoty sa navySe nepodobaji vysledkom ziskanym u raj¢iny
(obr. 32). Pre ziskanie spol'ahlivych vysledkov je potrebné vykonat’ nové experimenty.

Opakovane bolo zaznamenané, ze voO vSetkych extraktoch listov Arabidopsis sa
nachadzaju proteiny, s kKtorymi sa viazu protilatky, pretoze boli detegované viaceré bandy
v drahe separovanych proteinov z nanesenych extraktov Arabidopsis (obr. 27). Protein,
eventualne proteiny, ktoré sa nachadzaju pod uroviou Standardu urazili dlhsiu drahu, ¢o
svedéi o vacsej elektroforetickej pohyblivosti, na zaklade ktorej sa da usudit, Ze
molekulova hmotnost’ tychto proteinov mdze byt mensia ako molekulova hmotnost’
vel'kej podjednotky RuBisCO. Velké podjednotky RuBisCO (55 kDa) st vidiet' ako
najintenzivnejSie bandy v dolnej Casti obr. 27-B. Bandy nad troviiou $tandardu HSP70
prislichaji  proteinom s mensSou elektroforetickou pohyblivostou, a teda vicSou
molekulovou hmotnost'ou. Neda sa ale vylucit, ze bandy nachddzajice sa pod Groviiou
HSP70 st produkty proteolytického Stiepenia HSP70, ani Ze moZné produkty proteolyzy
proteinov s vy$$ou molekulovou hmotnost'ou sa nenachadzaju v mieste bandov HSP70.
Dalsie mozné vysvetlenie detekcie proteinov nad uroviiou §tandardu nie je zaloZené na
ne$pecifite protilatky, ale na tvorbe dimérov HSP70, pripadne aduktov s inymi proteinmi.

Z dostupnych vysledkov mozno zhrntt, ze v listoch Arabidopsis sa nachadza
niekol'kondsobne menej HSP70 v porovnani s listami raj¢iaka, ato aj po zohl'adneni
mnozstva proteinov. Extrakty Arabidopsis obsahovali spravidla 3,7x menej proteinov ako
extrakty listov raj¢iaka. V obmedzenej miere boli potvrdené Gc¢inky donoru NO a SA
na akumulaciu HSP uvadzané v publikaciach, na zédklade coho sa d4 ocakavat, ze zvySena
akumulacia HSP70 svojimi cytoprotektivnymi uc¢inkami zvysi termotoleranciu rastlin.

Pocas optimalizacie stanovenia HSP70 v extratke Arabidopsis (obr. 28) na membrane
S proteinmi separovanymi v 7% géle je vidiet, ze v oblasti molekulovej hmotnosti

Standardu HSP70 su detegované dva samostatné bandy, ¢o naznacuje pritomnost
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minimélne dvoch proteinov patriacich do triedy HSP70, ktoré sa mierne odliSuju svojou
molekulovou hmotnostou. V d’alSom nezavislom biologickom pokuse dva bandy
Vv oblasti molekulovej hmotnosti HSP70 neboli pozorované (obr. 29). Na zaklade
experimentov Piterkovej a koletivu (2013) bola o¢akavana detekcia dvoch bandov (dve
izoformy HSP70). U raj¢iaka pri HS sa zvySuje expresia 72 kDa HSP70 (HS indukovana
izoforma) a 75 kDa HSP70 (konstitutivne exprimovana inzoforma, HSC-70) (Piterkova
et al., 2013). SA vyrazne potencovala akumulaciu HSP70 v listoch rajéiaka v odpovedi
na HS, ¢o moze byt vysvetlené tym, ze SA indukovala expresiu konstitutivnej aj HS
indukovanej inzoformy HSP70. K tomuto zaveru dospela Formankova (2018) vo svojej
diplomovej praci, pri stresovani raj¢iaka (S. lycopersicum cv. Micro-Tom oSetreného SA
a stresovaného teplom 4 hod.). Na naSich membranach ale neboli detegované dve
izoformy HSP70 pravdepodobne pre nedokonalé zaostrenie bandov (obr. 28) alebo
pritomnost’ vel'kého mnozstva HSP70 (obr. 29).

Podl'a rozmiestnenia detegovanych bandov HSP70 mozno usudit, ze molekulové
hmotnosti HSP70 rajéiaka a Arabidopsis sa mierne liSia medzi sebou navzajom,
pricom molekulovej hmotnosti $tandardu sa viac priblizuje HSP70 Arabidopsis. Ako
Standard bol pouzity l'udsky HSP70 so znaCkou his-tag, ktora zvysila molekulova
hmotnost’ tohto proteinu na 70,98 kDa (PODMV9, uniprot.org, 1.5.2020). Tato hodnota
sa blizi molekulovej hmotnosti HSP70 z Arabidopsis, ktory ma 71,38 kDa (Tuang et al.,
2019). U raj¢iaka pri HS sa zvySuje expresia 72 kDa HSP70 a 75 kDa HSP70 (Piterkova
etal., 2013), ¢o vysvetluje, ze v polyakrylamidovom géle boli bandy HSP70 umiestnené

kusok nad uroviiou Standardu (obr. 28).

5.2.1 U¢inok NO a SA na akumulaciu HSP70
Donory NO (SNP) spdsobuju, Ze HSF sa viazu na HSE v sekvencii DNA vo vic¢sej miere,

¢o sa prejavilo zvySenou expresiou a akumulovanim HSP, ako demonstrovali Wang
a kolektiv (2014) na priklade SHSP. Podobne pozitivny u¢inok na vézbov aktivitu HSF
vykazuje SA, ako demonstrovali Snyman a Cronjé¢ (2008) na HSP70. Uvedeny
mechanizmus u¢inku NO a SA vysvetluje, preco boli stanovené vyssie hodnoty HSP70
V listoch osetrenych SA a donorom NO (SNP; obr. 31 a obr.32. Signalne Drahy NO a SA
teda moZzu byt prepojené, resp. pozorovany uc¢inok viazania HSF s DNA moéze byt
primarne vlastnostou SA, ale kedze NO je nadradeny SA (z hladiska produkcie a
akumulécie v ¢ase v odpovedi na HS), dochadza k tomuto efektu aj zvySenim hladiny

NO.
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Experimentalne bolo dokazané, ze exogénna SA zvySuje tato vizbu v zavislosti od
koncentracie ¢o bolo pozorované u sadenic rajciaka a Arabidopsis (Snyman a Cronjé,
2008), bunkovej kultary rajé¢iaka (Cronjé a Bornman, 1999) a bunkach cicavcov (Fawcett
et al., 1997). Vyssie hladiny SA (uz 0,5 mM) pdsobia cytotoxicky na bunkovi kultiru
rajCiaka, vysoké hladiny 1 mM indukuji expresiu HSP70 aj za nestresovych podmienok
(Snyman a Cronjé, 2008).

Nizke hladiny SA, ktoré eSte nepdsobia vyrazne cytotoxicky (0,1 mM) neindukuja
akumulaciu HSP za nestresovych podmineok ale pocas HS umoziuji vyraznejSiu
akumulaciu HSP70 (Snyman a Cronjé 2008, Cronjé a Bornman, 1999), SA navyse
zvySuje expresiu HSFA1 za nestresovyCh podmienok aj pocas HS u rajéiny (Snyman
a Cronjé, 2008). Vzhl'adom na to, Ze HSFA1 st hlavné regulatory odpovede na HS
u rajéiaka a Arabidopsis da sa predpokladat, ze nadregulacia HSFA1l sa prejavuje
Vv intenzivnejSej indukcii génov podriadenych HSFA1 (napr. HSP a HSF) a zvysenej
odolnosti vo¢i HS (termotolerancie). NavySe zaznamenana upregulacia HSFA2
v regeneracnej faze po skonceni HS, moze mat pozitivny vplyv nie len na
regeneraciu, zaroven sa da ocakavat, Ze rastlina bude termotolerantnejSia v pripade
opakujiceho sa HS z dovodu, ze HSFA2 sa mozu ukladat’ do tzv. HS garnul v cytosole,
z ktorych sa pri HS pohotovo uvolnia (Fragkostefanakis et al., 2018).

Arabidopsis obsahuje 5 cytosolarnych HSP70, tri z nich sa konstitutivne exprimuju,
pricom vsetky cytosolarne HSP70 st indukované HS, z toho 4 v ramci CPR (Sugio et al.,
2009). Exogénne aplikovana SA okrem ovplyviiovania vlastnosti HSF, ktoré zabezpecuju
CPR, aktivuje tiez drahy UPR v endoplazmatickom retikule. Nagashima a kolektiv
(2011) zistili, ze u Arabidopsis za normalnych podmienok exogénne aplikovana SA
(0,5mM) indukuje gény UPR. aktivaciou dvoch signalnych drah UPR. SA nadreguluje
bZIP60 na proteinovej aj mRNA urovni a aktivuje IRE1-bZIP60 drahu nezavisle od
NPR1 receptoru pre SA a heat shock faktoru B1 (HSFB1). Aktivacia bZIP28 je taktiez
NPR1 independentnd a dochddzak nej o 3 hodiny skor ako k aktivacii bZIP60.
Dodato¢ne indukcia BiP3 kyselinou salicylovou je regulovana bZIP60 drahou
(Nagashima et al., 2011).

V tretej, u rastlin malo preskaimnej drahe UPR, vystupuje kindza GCN2, ktora je
aktivovana exogénne aplikovanou SA (0 koncentracii 0,6 mM; Lageix et al., 2008). Na
zéklade tychto informacii sa da predpokladat, ze SA v odpovedi na HS indukuje

kompartment Specifikcé HSP prostrednictvom troch drah UPR.
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Realtivne prudkd akumuldcia HSP méze suvisiet s mPA modifikiciou mRNA
koédujucich HSP. Tato modifikacia umoziuje expresiu aj pri inhibicii translacie zavislej
od 7-metylguanozinovej ¢iapocky, ku ktorej mdze dochadzat vplyvom biotickych

a abiotickych stresov v eukaryotickych bunkach (Meyer et al., 2015).

5.3 Histochemicka detekcia reaktivnych foriem dusika

Sonda DAF-2 DA sa najcastejSie pouziva v histochemickych experimentoch NO
z viacerych dévodov, pre jej efektivitu, komerénu dostupnost’ a schopnost’ detegovat’
nanomolarne kocnentracie NO (Vishwakarma et al., 2019). Doélezité je uviest, ze
z pohl'adu mechanizmu sondy, molekula DAF-2 nereaguje priamo s NO ale skor s N2O3
za vzniku fluorescen¢ného produkciu (DAF-2T) (Kojima et al., 1998). DAF-2 nereaguje
s NO2, NOs, peroxodusitanom (ONOO’) ani H.O2, Na druhej strane reakcie
s monodehydroaskorbatom a askorbatom veda k vzniku fluorescenénych produktov
poskytujucich porovnatel'ny fluorescenény signal ako DAF-2T, ¢im moze byt skreslené
stanovenie v biologickych materialoch (Vishwakarma et al., 2019). Okrem toho vznik
produktu DAF-2T zavisi na mnohych d’alsich faktoroch ako st pritomnost’ anitoxidantov,
produkcia superoxidového anidn-radikalu, reakcie zahriiujuce kompeticiu medzi NO,
superoxidom a ONOO" a ich produktami (Damasceno et al., 2014).

Navzdory publikovanym informaciam (Xuan et al., 2010), ze HS indukuje
akumulaciu NO v bunkach, ziskané vysledky to spolahlivo nepotvrdili. Hodnoty
fluorescencie v negativnych kontrolach boli Castokrat vysSsie, a preto sa ucinky SA
a PTIO na produkciu NO nedali medzi sebou porovnat. VzhlI'adom na schopnost’ PTIO
vychytavat’ NO, intenzita signalu v negativnych kontrolach mala byt znizena.

Napriek tomu, ze HS indukuje akumulaciu NO v bunkach, ziskané vysledky tuto
informaciu nepotvrdili pravdepodobne z dévodu, Zze zvolena koncentracia PTIO nebola
dostato¢ne vysokd, alebo vo vhodnom case aplikovana vzhladom na aplikaciu
DAF-2 DA. Kapacita PTIO vychytavat NO mohla byt vy€erpand pridlhou inkubéciou
rezov v roztoku vzhl'adom na ¢as pozorovania preparatu pod mikroskopom.

Pre vysvetlenie zaznamenanych hodnot fluorescencného signalu v negativnych
kontrolach (rezy listov inkubované slapa¢om NO) teba vziat do tvahy okrem
mechanizmu ucinku PTIO aj chemické deje v bunke, ktoré viedli k pozorovaniu, Ze
pouzita koncentracia PTIO, pripadne samotna latka PTIO a nacasovanie jej aplikacie

neboli vhodne zvolené pre monitorovanie akumulacie NO vo vzorkach.
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Mechanizmus, ktorym PTIO vychytava NO je zalozeny na redoxnej reakcii, pri ktorej
dochadza k oxidacii NO na NO: (Gupta a lgamberdiev, 2013). NO modze stcasne
vstupovat’ do d’alSich reakcii, napr. s Oz reaguje za vzniku NO2. NO- reaguje s NO za
vzniku N203, ktory premiefia sondu na fluorescen¢ny produkt DAF-2T (Kojima et al.,
1998; Damasceno et al., 2014). Vznik DAF-2T zavisi od kinetiky produkcie NO a
superoxidu (Damasceno et al., 2014). Na zaklade ¢oho sa da predpokladat’, ze superoxid
s NO vytvara ONOO", ktory reaguje s d’alSimi latkami, a tie m6zu kompetovat’ o NO
spolu s lapa¢om NO. V dosledku kompeticie pokles fluorescenéného signalu nemusi byt
taky vyrazny. Vznikajici ONOO" rychlo reaguje s antioxidantmi a CO> (Bonini et al.,
1999). Reakciou s CO2 mo6zu vznikat’ produkty NO2 a CO3"~ (a tiez NO3™ and CO2). NO»
reaguje SNO za vzniku N203. N203 zvySuje fluorescenciu premenou sondy na
fluorescenény produkt.

Vykonané histochemické experimenty neposkytli data, z ktorych sa da zhodnotit’
vplyv HS na akumulaciu NO za sucasného oSetrenia SA a PT10. Na zaklade obr. 25 vol'ba
objektivov s vacSim zvacSenim aké boli pozité v experimentoch méze priniest’ vysledky,
z ktorych sa bude dat’ interpretovat’” vplyv vybranych latok na akumulaciu NO.
Alternativnym rieSenim je vyuzitie konfokalnej mikroskopie, ktora sa ¢asto pouziva pri
histochemickych experimentoch. Tento typ mikroskopie by umoziioval detekciu NO
v bunkach intaktnych listoch, ¢im by sa eliminovalo vyvolanie mechanického stresu
(rezanie listov) a mozné skreslenie vysledkov z dovodu, ze mechanicky stres taktiez
indukuje tvorbu NO (Huang et al., 2004).

Da sa predpokladat’, ze HS vyvolana akumulacia NO sa v ¢asovych intervaloch 2 h.
a 4 h. moze lisit. Vzhl'adom na radikalova povahu NO jeho akumulécia sa ¢asom mohla
rychlo menit’ a po 2 hodinach nemusela byt zaznamenana. Na meranie produkcie NO
existuje viacero metdd. Molekuly NO vd’aka svojim vlastnostiam 'ahko prenikaju do
vonkajSieho prostredia buniek, takato emisia NO zo stresovanych listov v plynnej faze
moze byt merana chemiluminiscenénym detektorom (Gupta a Ilgamberdiev, 2013). SA
moze vyvolat’ tvorbu NO (Zottini et al., 2007) zostava otazne v akej miere sa tento uc¢inok
prejavi pocas HS.

V pripade ziskania hodnotiteI'nych vysledkov sa odporuca pouzit’ minimalne jednu
d’al$iu sondu detegujucu NO. Druhou moznostou je zvolenie alternativneho sposobu
detekcie NO. Tymto pristupom sa zvysi spolahlivost’ vysledkov. Gupta a lgamberdiev
(2013) odporacaji pri pouziti fluorescencnej sondy zvolit’ jednu z metdd, ktoré deteguju

NO v plynnej faze.
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5.3.1 Mechanizmus signalizacie SA a NO pri HS, vzt’ah SA a NO

Suzuki a kolektiv (2008) demonstrovali, ze transkripény koaktivator AtMBF1¢ je jednym
z hlavnych regulatorov termotolerancie u Arabidopsis. Poc¢as HS rychlo dochadza k jeho
expressi uz po 10 min (Suzuki et al., 2008). V rastlinach existujii homology AtMBFlc,
U pSenice objaveny TaMBF1c je takisto dolezity pre termotoleranciu. V DNA kodujuce;j
TaMBF1c¢ boli objavené tri HSE, o naznacuje ze na jeho indukcii sa mo6zu spolupodiel’at’
HSF (Qin et al., 2015). Zistenia Bechtold a kolektivu (2013) naznacéuju, ze s HSE
v promotore AtMBF1¢ méze interagovat HSFA 1b, ¢o mé vplyv na jeho expresiu, okrem
toho MBF1c méze byt podradeny DREB2A, iné experimenty v§ak naznacuju opak (Qin
et al.,, 2015). Podla navrhnut¢ého modelu Suzuki akolektivom (2008), MBF1lc
predstavuje samostatnii drahu spustentt HS, drahu nezavisli od HSF. Z vysledkov Qin
a kolektivu (2015) vsak vyplyva, Ze nemozno vylucit modulovanie hladiny SA
prostrednictvom HSF aktivovanych pri HS.

NO dokaze vyvolat’ akumulaciu SA v nestresovanych bunkach (Huang et al., 2004),
¢o vSak v experimentoch (histochemicky dokaz RNS) nebolo pozorované napriek tomu,
ze v ¢ase 3 hod. od aplikacie exogénnej SA hladina NO vyrazne narasta (Huang et al.,
2004). Vztah NO a SA bol podrobnejSie skiimany v kontexte utoku patogénnych
mikroorganizmov. Navrhovany mechnizmus popisuje nasledovny sled udalosti: donor
NO napodobni rychlu akumuldciu NO (vzplanutie, inak indukované infekciou
patogénom). Nasledne dochadza k redoxnym zmenam v bunke. Oxiduje sa glutation,
zvys$i sa syntetéza nového glutationu a dochadza k akumulacii redukovaného GSH. Toto
je dalej nasledované akumulaciou SA, z dovodu aktivacie ICS1 dependentnej drahy
biosyntézy SA. Nasledne dochadza k monomerizacii NPR1, jeho transportu do jadra
a modulovani expresie obrannych génov (Kovacs et al., 2015). Je mozné predpokladat’,
ze snadregulaciou ICS1 bude sprevadzand nadregulacia PBS3 a EPSI1, ktoré su
Vv biosyntetickej drahe SA podriadené ICS1 ako bolo nedavno zistené (Torrens-Spence et
al., 2019; Rekhter et al., 2019)

Vzhl'adom na skutoénost’, Ze poc¢as HS dochadza k akumulacii NO (Gould et al., 2003;
Xuan et al., 2010), sucasna aplikacia donoru NO by hypoteticky mohla takisto aktivovat’
popisany sled udalosti v bunke. Ci to dokaze SNP nemozno vylugit, ked’Ze ide o donor
NO, na druhej strane G¢inok SNP sa nemusi podobat’ G¢inku exogénne aplikovaného

GSNO (donor NO), ktory bol pouzity v tychto exprimentoch (Kovacs et al., 2015;
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Lindermayr et al., 2010) hoci sa da predpokladat’, ze zvySena koncentracia vol'ného NO
vplyvom SNP, spdsobi narast GSNO, pretoze glutation reaguje s NO (Sami et al., 2018).

Plynny NO a GSNO ako jeho donor sposobuju akumuldciu NPR1 v jadre podla
mechanizmu uvedeného vysSie (Kovacs et al.,, 2015; Lindermayr et al., 2010).
Receptorom SA je NPR1 a nedavno bolo demonstrované, Ze tento protein dokaze v jadre
interagovat’ s HSFA1, ¢im dochadza k indukcii expresiec HS respoznivnych génov
(vratane HSP, HSF), ktoré v urcitej miere udel’'uju toleranciu voci stresu nizkou teplotou
(Olate et al., 2018). Aj z d’alsich dostupnych informacii vyplyva (Weigel et al., 2001), Ze
NPR1 neinteraguje vyhradne s TGA transkripénymi faktormi, preto nemozno vylucit
interakciu NPR1 s HSFA1 alebo inymi HSF pocas HS, kedy dochadza k akumulacii SA
a pravdepodobne aj aktivacii NPR1.

Vzhl'adom na to, Ze donory NO dokéazu akumulovat’ NPR1 v jadre, tymto spdsobom
by pocas HS mohli prispiet k umocneniu expresie niektorych génov zvysSujucich
termotoleranciu (napr. HSP). Pravdepodobna interakcia NPR1 s HSF mdze eventualne
vysvetlovat mechanizmus, ktorym prispieva NPR1 k termotolerancii (a pokles
termotolerancie u rastlin s mutovanym NPR1). NPR1 sa ukazal byt tiez dolezity v
podregulacii expresie ICS1, ¢o vedie k znizeniu hladiny SA (reguldcia negativnou
spatnou vézbou; Zhang et al., 2010). Arabidopsis s kockoutovanym NPR1 akumuluje
vyssie hladiny SA pocas HS (Clarke et al., 2004), nie len v ramci imunitnej odpovede
(Zhang et al., 2010). Napriek tomu, ze NPR1 je recepotrom SA doposial’ nebolo skimané
¢i je aktivovany v ramci regulacie HSR (Rai et al., 2019),

TGAI1 transkripény faktor, s ktorym interaguje NPR1, mdze podstupit’ S-nitrosyléaciu.
Tato posttranslaéna modifikdcia podmieniuje konformacni zmenu a efektivnejSiu
interakciu NPR1-TGAL (Lindermayr et al., 2010), ¢i vSak k tomu dochadza aj poc¢as HS
anie len v odpovedi na bioticky stress (Kovacs et al., 2015) je otazne. Hoci pocas HS
mozu byt v rastlinnych bunkach zvysena hladina celkovych S-nitrozothiolov (Chaki et
al., 2011).

5.4 Modulacia aktivity APX

Askorbatperoxiddza (APX) je enzymom askorbat-glutationového cyklu, ktory sa vo
velkej miere podiel'a na detoxikéacii H2O2, ¢im reguluje jeho Skodlivé u€inky na bunky a
signalnu funkciu (Caverzan et al., 2012).

Vplyvom SNP u stresovanych listov doslo k zvySeniu aktivity APX, ¢o suhlasi

s informaciami v literature (Camejo et al., 2006; Siddiqui et al., 2017) a potvrdzuje
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zistenia, ze zvySenie hladiny NO zmiernuje oxidacny stres vyvolany vysokou teplotou
prostrednictvom stimulacie aktivity APX (Song et al., 2006), ktora tym padom detoxikuje
Skodlivy H202 vo vécsej miere a zvysuje termotoleranciu rastliny.

Genom Arabidopsis obsahuje 9 génov kodujucich APX, ktoré sa nachadzaju
v cytosole aroznych kompartmentoch bunky (Yang et al., 2015). Vyznamny narast
v expresii vplyvom HS bol zaznamenany pre cytosolicku izoformu APX1 (Panchuk et
al., 2002; Suzuki et al., 2008), pretoze obsahuje funkény HSE v poromotore
(Storozhenko et al., 1998). U raj¢iaka existuje 7 izoforiem (Najami et al., 2008), z toho
expresia APX1 je najviac nadregulovand vplyvom HS, v mensej miere tiez APX2 (Yu et
al., 2019). Expresia APX2 Arabidopsis na tirovni mRNA vplyvom HS 40°C s ¢asom
narastd po 1. a 2. hodine HS je rozdiel maly ale po 4h sa expresia zdvojnasobuje a po 6.
h sa strojnasobuje (Wang et al., 2020). Navzdory o¢akavanému narastu aktivity APX
u raj¢iaka (Camejo et al., 2006, Formankova, 2018) bol namerany pokes po 4. hod. HS.

HS zvySuje expresiu APX, ato z vac¢sej Casti prostrednictvom heat-shock faktorov
AtHSF2A (Schramm et al., 2006), ktoré su aktivované v ramci drahy HSR (Suzuki et al.,
2008). Da sa predpokladat, ze pri HS narastajuca hladina NO u raj¢iaka zvysi aktivitu
APX S-nitrosylaciou, ako to bolo pozorované pri oxida¢nom strese u Arabidopsis (Yang
et al., (2015). Yang a kolektiv (2015) sa domnievaji, Ze urastlin moze ist o
konzervovany mechanizmus vzhl'adom na to, ze Cys32 u APX je konzerovany (plati aj
pre S. lycopersicum) a S -nitrosylacia bol tiez dokazana aj u hrachu (Begara-Morales et
al., 2014). Okrem toho NO nema pozitivny vplyv len na APX ale aj d’alSie antioxidacné
enzymy  (superoxiddizmutdza, glutationreduktaza). ZvySenie aktivity ROS
detoxika¢nych enzymov sa odzrkadlilo tieZ poklesom mnoZstva malondialdehydu -
markeru oxida¢ného stresu (Siddiqui et al., 2017). NO stimuluje tvorbu karotenoidov
(Yangetal., 2011), ktoré sa vzhI'adom na ich lipofilnti povahu akumuluji v membranach,
z tohto sa déa predpokladat’, Ze karotenoidy pre svoje antioxidatné ucinky prispievaju
k znizovaniu peroxidacie membranovych lipidov (vatane fotooxidacie chlorofylu;
Camejo et al., 2006).

SA zvysuje hladinu NO (Zottini et al., 2007), SA by pravdepodobne mohla v urcitej
miere podporovat’ antioxida¢né ucinky NO, zvySovanim jeho hladiny pocas HS. Tuto
hypotéza mdze podporuje pozorovanie, Ze inkubacia listov s SA pocas HS nezniZila

aktivitu APX ako v pripade inkubacie pri laboratornej teplote.
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Obr. 34 Primarne Struktury proteinov askorbatperoxidaz z réznych druhov rastlin ukazuja, ze
pozicia cysteinu (Cys32) je konzerovana a U niekotrych rastlin bola potvrdena jej posttransal¢na
modifikacia S-nitrosylaciou (prevzaté z Yang et al., 2015).

Camejo a kolektiv (2006) porovnali aktivitu dvoch rajéiaka S. lycopersicum var
Amalia a termotolerantejSicho kultivaru Nagcarlang, pri¢om aktivita APX u druhého
uveden¢ho sa zvySila menej ako u Amalia asucasne aktivita CAT bola vySsia
u Nagcarlang, zatial ¢o u Amalia zostala porovnatena s kontrolou. Navzdory
zaznamenanému zvySeniu aktivity APX nemusi byt termotolerancia rastliny zvysena
a a je mozné ocakavat’ oxida¢né poskodenie, ktoré bolo u Amalia vyssie (Camejo et al.,
2006).

Prekvapivo lapa¢ NO neznizil aktivitu APX. Zvolena koncentracia PTIO nemusela
byt dostatocna na ovplyvnenie signalnej funkcie NO.

Aplikacia 0,1 mM-SA nemala G¢inok na aktivitu APX (Dat et al., 1998), ¢o plati aj
pre namerané hodnotami pri pouziti 0,5 mM-SA pocas stresovania teplotou 40°C. Ale
pouzita 0,5 mM-SA sposobila pokles aktivity APX v listoch inkubovanych pri lab. teplote
(pokles zaznamenala aj Formankovéa, 2018). Okrem toho SA dokaze inhibovat aktivitu
CAT (Sanchez-Casas a Klessig, 1994).

Pri zvazeni t€¢inku SA na vizbu HSF na HSE v DNA by sa dalo o¢akavat,, ze expresia
a aktivita APX sa zvysi, pretoze APX obsahuje v poromotore HSE (Storozhenko et al.,
1998), ¢o ale nebolo pozorované. Vysvetlenie moze spocivat’ v tom, ze SA funguje ako
redukujuci substrat APX, ktory je schopny poskytnut’ jeden elektron do reakéného cyklu
katalyzvaného APX, pricom elektronakceptorné vlastnosti karboxylovej skupiny SA
spomal’uju tuto reakciu (Kvaratskhelia et al., 1997).

Z experimentalne ziskanych vysledkov vyplyva, Ze SA na rozdiel od SNP nema

pozitivny a ani negativny vplyv na aktivitu APX pocas HS.
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6 ZAVER

Diplomova praca vo svojej teoretickej cCasti zhfiia prehlad aktualnych poznatkov
o0 rastlinnych odpovediach a obrane proti teplotnému stresu. Pozornost’ je venovana
vyznamu signalnych drah oxidu dusnatého a kyseliny salicylovej. V experimentalnej
Casti diplomovej prace bola optimalizovand metéda stanovenia HSP70. Dalej bol
skimany vplyv nitroprussidu sodného ako donoru NO, lapa¢a NO (PTIO) a kyseliny
salicylovej na akumulaciu HSP70, aktivitu askorbatperoxidazy a hladiny reaktivnych
foriem dusika so zameranim na NO.
Z vysledkov experimentalnej Casti diplomovej prace sa da usudit’, ze:
e teplotny stres indukuje expresiu HSP70 v listoch raj¢iaka a Arabidopsis
e Kkyslina salicylova a nitroprussid sodny potencuju expresiu HSP70 v listoch
raj¢iaka a Arabidopsis v odpovedi na teplotny stres
e ucinok kyseliny salicylovej zvySuje expresiu HSP70 viac ako tu¢inok
nitroprussidu sodného v odpovedi rajciaka a Arabidopsis na teplotny stres
e NO zvySuje aktivitu askorbatperoxiddzy v listoch rajciak pocas teplotného stresu
e kyselina salicylova nema vplyv na aktivitu askorbatperoxidazy Vv listoch raj¢iaka
pocas teplotného stresu
Utinkom kyseliny salicylovej, lapa¢u NO poc¢as HS dochadza k zmenam v hladinach NO.
Na exaktné vyhodnotenie tychto zmien bude treba pouzit® alternativny metodicky postup,
idealne kombinaciu dvoch pristupov napr. konfokalnu mikroskopiu doplnenu detekciou
NO v plynne;j faze.
Medzi rastlinnymi horméonmi a rastovymi regulatormi existuju komplexné vztahy.
Vysledky predlozenej prace poukazuji na vyznamnt tlohu NO Vv interakeii so signdlnymi
drahami kyseliny salicylovej pri teplotnom strese u rastlin. Vysledné efekty modulacie

hladin NO a kyseliny salicylovej sa mozu vyrazne lisit’ u roznych druhov rastlin.
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