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Abstrakt

Oxid dusnaty (NO) je dulezita signalni molekula, kterd se podili na imunitni odpovédi u rostlin
po napadeni mikrobidlnimi patogeny. S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je znamd jako
klicovy enzym v metabolismu NO. GSNOR, diive popsana  jako
S-(hydroxymethyl)glutathiodehydrogenasa, patii do rodiny alkoholdehydrogenas ttidy III.
Reguluje hladinu S-nitrosoglutathionu (GSNO) v bufnice a tak nepiimo ovliviiuje celkové
mnozstvi proteinovych S-nitrosothiold.

Elicitiny patfi do skupiny apoplastickych efektorit sekretovanych rodem Phytophthora a blizce
S ni ptibuznym rodem Pythium z fadu Pythiales. Cilem této prace bylo studovat mozné zapojeni
GSNOR v obrané reakci rostlin aktivované po aplikaci elicitini na modelovém systému
bunéénych suspenzi tabaku. Byl testovan elicitin kryptogein z P. cryptogea a jeho mutantni
formy L41F, V84F a L41F/V84F sriaznou schopnosti vyvolat produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS) a nekrozu bunek. S vyuzitim specifickych fluorescencnich sond byla detekovana
rizna intenzita zvySené produkce ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS) v zavislosti na pouzité
formé elicitinu a s tim spojend zména ve viabilit¢ a schopnosti vyvoje bunécné suspenze.
Vyznamné upregulovana exprese NADPHoxidasy 1 a 2 (NtRBOHD 1 a 2) v ptipadé aplikace
kryptogeinu a jeho mutantni formy V84F koreluje s detekovanou intenzivni produkci ROS. Byl
prokazan jednoznacny vliv elicitind na uroven S-nitrosylace proteinti stanovené metodou biotin-
switch. S vyjimkou mutantni formy elicitinu L41F/V84F byl zaznamenan po aplikaci elicitind
pokles GSNOR aktivity. Na trovni exprese GSNOR byla pozorovana downregulace. Zmény
v aktivit¢ GSNOR koresponduji s intenzitou S-nitrosylace proteinti. Upregulace vybranych gent
zejména po aplikaci kryptogeinu a jeho mutantni formy V84F poukazuje na aktivaci
etylén/jasmonové signalni drahy.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is an important signalling molecule involved in the plant immune response to
infection by microbial pathogens. S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) is known as a key
enzyme in the metabolism of S-nitrosothiols. GSNOR, previously described as
S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase belongs to the family of alcohol dehydrogenases
class IlI. It regulates the level of S-nitrosoglutathione (GSNO) in the cell and thus indirectly
affects the total amount of protein S-nitrosothiols.

Elicitins belongs to the group of apoplastic effectors secreted by oomycetes from
Phytophthora genus and closely related Pythium genus from the Pythiales order. The aim of this
work was to study the possible involvement of GSNOR in plant defence responses activated
after elicitins application to a model system of tobacco cell suspension. Cryptogein from P.
cryptogea and its mutant forms L41F, V84F and L41F/\VV84F were tested with their varying
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detected, depending on the form of elicitin, associated with changes in the viability and
development of tobacco cell. Significantly upregulated expression of NADPHoxidase 1 and 2
(NtRBOHD 1 and 2) after application of cryptogein and its mutant forms V84F was detected,
which correlates with the intensive production of ROS. Unambiguous effect of elicitins to the
level of protein S-nitrosylation was demonstrated using biotin-switch method. Decreased
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CiLE PRACE

l. V teoretické casti bylo cilem diplomové prace vypracovani literarni

reSerSe zaméiené na nové poznatky mechanismu puasobeni elicitorii, se

zaméfenim na elicitiny, u rostlin. Byly zpracovany aktudlni poznatky o uloze

ROS a RNS v obranném mechanismu rostlin v pribéhu patogenese.

. V experimentalni ¢asti bylo cilem stanovit vliv aplikace ¢tyf elicitint

(kryptogeinu, mutanti L41F, V84F a L41F/ V84F) na:

zivotnost bunék Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi

produkci ROS a RNS

S-nitrosoglutathionreduktasovou aktivitu (testovat vliv inhibitoru
N6022)

hladinu nitrace a nitrosylace proteind

expresi vybranych enzym metabolismu ROS a RNS; byly
zvoleny geny GSNOR a NADPHoxidasa 1 a 2 (NtRBOHD 1 a 2)
zmény uUrovné transkripce genl zapojenych do signdlnich
obrannych drah u rostlin: jako zastupce jednotlivych signélnich
kaskad byly zvoleny nasledujici geny: PRla (pathogenesis
relatedl, kysela forma) a PAL (phenylalanine ammonia lyase) pro
signalni drahu kyseliny salicylové, AOS (allene oxide synthase)
a MYC 2 (JIN1, transkrip¢ni faktor) pro signalni drahu kyseliny
jasmonové a End/Hel (endochitinasa/hevein-like) pro signalni

dréhu etylénu.
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1 Uvod

Rostliny reaguji na utoky patogenu aktivaci fady obrannych odpovédi, které omezuji
rist patogena V misté infekce. Tyto reakce jsou iniciovany pomoci rozpoznani
signalnich molekul, neboli elicitori pochézejicich z patogeni nebo poskozenych
rostlinnych tkani (Kurusu et al., 2013).

Elicitiny jsou proteinové elicitory 0 velikosti 10 kDa sekretované patogeny rodu
Phytophthora a blizce s ni ptfibuznym rodem Pythium z fadu Pythiales (Ricci et al.,
1989). Nejznaméj$im a nejvice prostudovanym zastupcem je elicitin kryptogein
pochazejici z fytopatogenni oomycety P. cryptogea zptsobujici hypersenzitivni reakci
a nekrézu rostlin tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi). Pomoci fizené mutageneze
a zamény aminokyselin byla pfipravena fada mutantnich forem Kryptogeinu umoznujici
studium mechanismu puasobeni tohoto typu elicitinu. Zaroven bylo mozno sledovat
vlastnosti urcujici jejich biologickou aktivitu (Dokladal et al., 2012).

Jednou z prvnich udalosti nastavajicich pii inkompatibilni interakci rostlina-patogen
je rychla produkce reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species). Byla
potvrzena jejich vyznamna signalni tloha v ramci obranné odpovédi na bioticky
a abioticky stres a podil na programované bunééné smrti. Za produkci apoplastickych
ROS pii biotickém stresu odpovidaji enzymy lokalizované Vv bunééné sténé
a na plasmatické membrang, jako jsou peroxidasy ¢i oxidasy (Lherminier et el., 2009).

Nemén¢ dulezitou signalni molekulou hrajici vyznamnou ulohu pfi ataku patogent je
v posledni dobé intenzivné studovany oxid dusnaty (NO). Radime jej mezi reaktivni
formy dusiku (RNS, reactive nitrogen species). Ma velmi kratky polocas Zivota (3-5 s)
a svym pusobenim zasahuje také do rastu a vyvoje rostliny. Velmi snadno a rychle
reaguje za vzniku stabilngjsich sloucenin. Jako piiklad lze uvést S-nitrosoglutahion
(GSNO), ktery slouzi jako zasobni a transportni molekula pro NO. GSNO je
preferovanym substratem enzymu S-nitrosoglutahionreduktasy S-(hydroxymethyl)
glutathion : NAD" oxidoreduktasa, EC: 1.1.1.284, GSNOR), ktery GSNO redukuje
a tim se podili na regulaci intracelularni hladiny NO v organismu (Gupta et al, 2011).
Na zaklad¢ detekované piitomnosti enzymu GSNOR téméf ve vSech pletivech rostlin
a Vv zivocisSnych tkénich lze pfedpokladat jeho tlohu Vv nitrosanim stresu, spojeném

S S-nitrosylaci proteinti.



V predlozené diplomové praci je studovan vliv elicitinu kryptogeinu a jeho
mutantnich forem na produkci ROS, RNS, na aktivitu a expresi enzymu GSNOR

a aktivaci vybranych signalnich obrannych drah v suspenznich kulturach tabaku.

2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1  Phytophthora spp.
Rod Phytophthora nalezi do fadu Pythiales, tfidy Oomycota (syn. Peronosporomycota),
fise Chromista (syn. Straminipili). Pfesto, Zze svou morfologii pfipominaji
mikroskopické houby, zastupci této tiidy jsou evoluéné piibuzni nékterym zastupcim
diive tfazenych do fiSe rostlin. Tyto pravé plisné béhem evoluce ztratily sekundarni
endosymbidzou ziskané plastidy, nachazime vSak podobnosti napi. ve stavbé bunécné
stény a rozmnozovani (Obr. 1) (Oswald et al., 2014). Nékteré fylogenetické vlastnosti
maji shodné s hnédymi fasami a rozsivkami, které jsou také fazeny do fise Straminipili
(Jiang et al., 2006). Odlisnost oomycet od hub mizeme vidét ve stavbé bunééné stény.
Hlavnimi komponentami u oomycet jsou B-1,3- a B-1,6-glukany a celulosa (B-1,4-
glukan), kdezto chitin, esencialni slozka houbovych bunétnych stén, je u oomycet
zastoupen pouze okrajoveé. Oomycety také nejsou schopny syntetizovat steroly, protoze
postradaji skvalenepoxidasu (skvalen, NADPH:O, oxidoreduktasa (2,3 - epoxidace), EC
1.14.13.132) a enzymy nutné pro konverzi sterolovych prekurzori (Attard et al., 2007).

Rod Phytophthora zahrnuje rozmanitou skupinu oomycet, které¢ jsou povazovany
za vyznamné rostlinné patogeny. Bylo popsano, ze rod Phytophthora obsahuje jiz ptes
100 druhti rozdélenych do deseti podtypu (Kroon et al.,, 2012). 65 znich je
klasifikovano jako destruktivni fytopatogeny napadajici Sirokou Skalu dvoudéloznych
rostlin. Dochazi k infekci fady druhti kulturnich rostlin véetné 40 druht péstovanych
kvétin (Olson et al.,, 2011). Mnohé znich zptsobuji ekonomicky velmi zavazna
onemocnéni jako je plisen rajcat a brambor, hnilobu kotend jahod ¢i s6ji nebo nemoc
zvanou ,,nahla smrt dubt“ (Sudden Oak Death) (Jones a Dangl, 2006; Meng et al.,
2014). Velka vétsina fungicidi se zamétuje na metabolismus chitinu nebo syntézu
steroltl, @ proto nejsou ucinné proti oomycetam (Attard et al., 2007).

Rod Phytophthora fadime mezi hemibiotrofni organismy, ktefi béhem Zzivotniho
cyklu sttidaji biotrofni a nekrotrofni fazi, kdy dlouhou dobu nedochéazi k naruSeni

bunécné stény hostitelské rostliny.
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Obr. 1: Strom Zivota eukaryotickych organismu. Rod Phytophthora nalezi do superskupiny
Straminipili (oznaceno ¢ervenou Sipkou) (pfevzato z Lee et al., 2012).

Phytophthora cryptogea patii spolu s P. cinnamomi, P. nicotianae, P. palmivora a P.
ramorum K patogenim napadajicim velmi rozsahlou skupinu hostitelt. Jako piiklad
muzeme uvést Evolvulus glomeratus (vyvinutec), Senecio cineraria (Stafec
hvézdicovity), Gerbera jamesonii (gerbera), Asparagus officinalis (asparagus) ci
Nicotiana tabacum (tabak virginsky). Phytophthora infestans zpisobuje plisnové
onemocnéni brambor a rajcat na celém svété, fytopatogen Phytophthora sojae je
zodpovédna za hnilobu kofene a stonku u soji (Jiang et al., 2005). Ve vétsing pripadu je
hlavni pfic¢inou choroby dlouhodobé oslabeni rostliny, vodni stres nebo nedostatek
zivin. Tento patogen je velice odolny viici vykyvim teploty, vydrzi i primérné mrazy.
V castych ptipadech je napadeni rodu Phytophthora pro rostlinu letalni.

Mnoho druht rodu Phytophthora patii mezi pidni organismy, a proto je nejvice
typické napadeni hostitelské rostliny skrze ptidni kofenovy systém. Béznym disledkem
takového napadeni je také sniZend absorpce vody pomoci kotfend (Tyler, 2002).
Uspésna infekce obvykle probéhne pies zoospory, které vlastni bi¢ik a lépe se tak
pohybuji v hostitelské rostliné (Obr. 2). Vin vitro studiich se zoospory akumuluji
ve specifickych mistech, typicky v zéné rlstu a elongace, coz jsou mista s nejvyssi
nutri¢ni hodnotou. Teplotni optimum pro Sifeni zoospor se pohybuje v rozmezi 23 - 28

°C.
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Obr. 2: Zivotni cyklus patogena rodu Phytophthora. Patogen se miZe mnozit sexudlng i
asexudlné. U homothalickych druhti se sexualni struktury objevuji na jednom jedinci,
heterothalické druhy maji vlakna ur¢ena k pafeni a oznacena Al a A2. Dojde-li k pafeni, davaji
vlakna Al a A2 vzniknout diploidnim oosporam. Patogen P. parasitica je dominantné
heterothalicky. Zoospory obsahujici dva bic¢iky jsou produkovany sporangiem. Asexudlni
(mitotické) spory jsou chlamydospory (piepracovano z Meng et al., 2014).

Patogen P. parasitica infikuje také listy produkci specialniho utvaru appressorium
na Spicce zarodecnych trubic. Poté jsou vyvinuty invazivni hyfy, které obsahuji nékolik
diploidnich jader na rozdil od hub tvoficich filamenta (Attard et al., 2007). Dale se
formuji haustorium-podobné struktury a vznikaji shluky sporangii na povrchu
infikovanych rostlin. Pokud je stav Zivotniho prostfedi nepiijatelny pro rist sporangii,
hyfy produkuji chlamydospory (Meng et al., 2014). Patogeny P. citrophthora, P.

capsici, P. litchii ¢i P. palmivora mohou napadnout rostlinu také ptes plody.

2.2 Interakce hostitelské rostliny s patogeny rodu Phytophthora

Pti patogenezi obecné plati, Ze patogenni organismy musi Celit dvéma urovnim
obranné linie rostlin. V prvni fad¢ rostlina rozpozna takzvané mikrobialni nebo patogen-
asociované molekularni struktury (microbial-, pathogen-associated molecular patterns,
MAMPs nebo PAMPs) skrze struktury rozpoznavajici receptory (pattern recognition
receptors, PRR). Tento mechanismus vede ke spuSténi primarni imunitni obranné
reakce, ktera zahrnuje remodelaci bunécné stény, ukladani kalosy (Thakur a Sohal,
2013), ¢i akumulaci fytoalexini a obrannych proteinti (Obr. 3, Mejia-Teniente et al.,
2010).
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Obr. 3: Primarni imunitni odpovéd’ rostlin v interakci patogen-rostlina. Rostlina obsahuje
gen rezistence (oznaCovan ,,R*) a patogen gen avirulence (Avr). Jedna se o tzv. inkompatibilni
reakci (pfevzato z Mejia-Teniente et al., 2010).

Pti napadeni hostitelské buiiky vytvaieji biotrofni patogeny intracelularni struktury
haustoria, a to za tGcelem resorpce Zivin z hostitelského organismu. Tato haustoria se
nachazeji v extrahaustoridlni matrix, tedy v prostoru vytvarejicim se mezi patogenni
a hostitelskou plazmatickou membranou, do kterého jsou primarné sekretovany
potencialni efektory (Oswald et al.,, 2014). Neékteré efektory oomycet pusobi
v extracelularnim prostoru (apoplastické efektory), kde interferuji s apoplastickymi
proteiny podilejicimi se na obrané proti patogenim. Jedna se napiiklad o glukanasy
nebo serinové a cysteinové proteasy. Apoplastické efektory sekretované rodem
Phytophthora zahrnuji inhibitory enzymu, toxiny, enzymy podilejici se na degradaci
bunécné stény a také elicitiny, 10 kDa peptidy. Jiné oomycetové efektory jsou
translokovany piimo dovniti hostitelskych bunék (cytoplasmatické efektory), (Obr. 4)
(Schornack et al., 2009). Cytoplasmatické efektory obsahuji cilovou HT sekvenci (HT -
host-targeting), ktera umoznuje translokaci ptes hostitelskou plazmatickou membranu.
Tato sekvence je u vSech efektorti sekretovanych rodem Phytophthora konzervovana
a je slozené z aminokyselin Arg-X-Leu-Arg, kde X je jakékoliv residuum. Tato doména

je funkéné ekvivalentni s doménou P-E-X-E-L prokazanou u patogent Plasmodium spp.
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Obr. 4: Schématické znazornéni sekrece efektorii pomoci haustoria. Apoplastické efektory
(Cerné kulicky) jsou sekretovany haustoriem do extraceluldrniho prostoru, kde interferuji
s apoplastickymi obranymi molekulami rostliny. Cytoplasmatické efektory jsou translokovéany
dovniti hostitelské bunky, ¢imz ptekonavaji dvé membrany; prvni membranu od oomycety,
druhou pak od hostitelské bunky. Vysvétlivky: Ehm, extrahaustorialni matrix; om, oomycetova
membrana; pm, plazmaticka membrana (pievzato z Schornack et al., 2009).

2.3 Signalni drahy kyseliny jasmonové, salicylové a etylénu
Fytohormony jsou diilezité organické nizkomolekularni molekuly zapojené do signalni
obranné odpovédi rostlin (Pieterse et al., 1998). Jsou rozpoznavany pomoci receptort
a ucinkuji jiz pfi velmi nizkych koncentracich (10° az 10° M). Objevuji se pfi
sekundarni imunitni odpovédi organismu (,,pomalé*), ktera nastava ne¢kolik hodin az dni
po utoku patogena (Obr. 5).

Kyselina salicylova (SA) predstavuje hlavni signal systémové ziskané odpovédi
(SAR) u rostlin (Obr. 5). Je to signalni molekula produkovand pii mechanickém
poskozeni, nekrdze, oxida¢nim stresu a také pii napadeni hemibiotrofnimi patogeny.
Endogenni hladina SA prudce stoupd v misté napadeni (hodiny) a poté i v celé rostliné
(dny). Podili se na hypersenzitivni reakci a expresi PR gent (Loon et al., 2008). SA
pusobi jako donor elektronti pro peroxidasovy reakéni cyklus, a tim inhibuje ptsobeni
enzymu katalasy (H,O, : H,O, oxidoreduktasa, EC 1.11.1.6). Umoznuje tak ptsobeni
H.0, jako sekundarniho posla (Durner a Klessig, 1996). Lokalni buné¢nou smrt mohou
zpusobovat také analoga SA, jako je 2,6-dichloroisonikotinova kyselina nebo
benzothiadiazol (Jabs, 1999).
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Obr. 5: Sekundarni obranné reakce u rostlin. Dochazi k akumulaci fytohormont (SA, JA,
etylen), genové expresi, syntéze NPR1 proteint, zesileni buné¢éné stény a k indukci rezistence
(pfepracovano z Jabs, 1999).

Kyselina jasmonova (JA) je signalnim fytohormonem pii napadeni herbivornimi
zivoCichy a pifi mechanickém poskozeni rostliny. JA a jeji derivaty indukuji expresi
gend spojenych s obrannymi proteiny rostliny, jako jsou thioniny a inhibitory proteinas
(Obr. 5, Pieterse et al., 1998). Exogenni JA nebo jeji methylester mohou podporovat
starnuti a chovat se jako rustové regulatory. Enzym lipoxygenasa (LOX, EC
1.13.11.12), jejiz aktivita je asociovdna s inkompatibilitou zprostiedkovanou geny R-
Avr, se podili na syntéze JA a jejich derivatd (Brash, 1999). Etylen je prvnim znamym
endogennim reguldtorem ristu rostlin. Jeho biosyntéza je indukovana v piipadé
napadeni rostliny patogenem. V reakci na rizné stresové odpovédi pletiva rostlin
produkuji etylen, ktery Gizce spolupracuje s JA. Pusobi synergicky pii simulaci elicitin-
indukované PR genové expresi. Oba tyto fytohormony hraji klicovou roli
pii indukované systémové odpovédi (ISR) (Picterse et al., 1998). Proti SA vsak etylen
plisobi antagonisticky, jeho biosyntéza je regulovana inhibi¢nim fytohormonem

kyselinou abscisovou (ABA).



3 Elicitiny
Elicitiny patii do skupiny apoplastickych efektorti sekretovanych rodem Phytophthora
a blizce sni pfibuznym rodem Pythium z fadu Pythiales (Panabiéres et al., 1997).
Elicitiny jsou malé globularni proteiny 0 molekulové hmotnosti piiblizné 10 kDa. Jsou
zodpovédné za nekompatibilni reakci patogen-hostitelska rostlina (Fefeu et al., 1997).
Struktura elicitini je dana péti a-helixy, jednim B-listem a objemnou w-smyckou.
Hydrofébni dutina se nachazi v jadie proteinu spojené¢ho s proteinovym povrchem
pomoci tunelu (Gooley et al., 1998; Pleskova et al., 2011). Vlasenka B-listu a @-smycka
tvoii zobaku-podobnou strukturu (beak-like motif) hraniéici s hydrofobni kavitou, ktera
je zodpovédna za zabudovani sterolové molekuly do struktury (Mikes et al., 1998).
Vyznamnou funkci elicitinti je extracelularni ptfenos sterolti (v rostlindch konkrétné
dehydroergosterolu) a jinych lipida pfes fosfolipidové dvojvrstvy membran. Elicitiny
jsou tak nepostradatelné pro oomycety rodu Phytophthora, které neumi steroly
syntetizovat a ziskavaji je z hostitelského organismu. VSechny tyto holoproteiny maji
spole€nou, vysoce konzervovanou doménu slozenou ze Sesti cysteinovych residui
tvorici tii disulfidické mustky, které celou strukturu zpeviuji. Aminokyseliny tryptofan,
arginin a histidin nejsou ve struktufe elicitinu ptitomné (Ponchet et al., 1999).

Kamoun et al., 1993 a 1994 provedla kategorizaci elicitind do ti skupin (Tabulka 1).
Elicitiny tfidy 1 obsahuji striktné 98 aminokyselin a jsou rozdéleny do dvou podtiid,

a (1A) a B (1B) podle jejich isoelektrického bodu.

Tab. 1: Klasifikace a charakteristika elicitinti (pfepracovano z Kamoun et al., 1993; Oswald
et al., 2014)

Trida Pocet aminokyselin Charakteristika pl

w1 1. ” Pozice 13: valin 5
Ttida 1: podtiida 1A () 98 i) Kysely
1. o Pozice 13: lysin e
Ttida 1: podtiida 1B (B) 98 (hydrofilnf) Zasadity

Trida 2 cca 104 velmi
kysely

Ttida 3: Elicitinim- 98 + cca 65-70 dalsich na Kysels
podobné C-terminalnim konci ysely




Kyselé elicitiny 1. tfidy (pl 4-5) jsou znaceny jako o a zasadité (pI 7,5-8,5) jsou
znaeny jako B. Tyto dvé podtiidy se lisi poctem lysinovych residui, a-elicitiny
obsahuji 2-4, B podtiida presné 6 lysinovych residui. Elicitiny se dale 1iSi ve schopnosti
aktivovat nekrozy, coz je spojovano s povahou aminokyseliny nachazejici se v pozici
13. B-elicitiny s hydrofilnim lysinem v pozici 13 vykazuji vyssi nekrotickou aktivitu
V porovndni s a-elicitiny, které maji v pozici 13 hydrofébni aminokyselinu valin
(Pleskova et al., 2011). B-elicitiny zpasobuji nekrézu v koncentracich v fadech nM,
a-elicitiny v fadech uM. U tabdkovych bunék stimulovanych elicitinem INF1, ktery je
sekretovany patogenem Phytophthora infestans (pliset bramborova), byl detekovan
peroxydusitan jako marker hypersenzitivni odpovédi u rostlin (Huitema et al., 2005).

Meéné casté elicitiny 2. tfidy s C-termindlnim koncem jsou casto hyperacidické s pl
priblizné 3,5. Pocet aminokyselin se pohybuje v rozmezi 103-104. Novou tfeti skupinou
jsou elicitinim-podobné (elicitin-like, ELL) slou¢eniny nalezené v organismech P.
infestans, P. sojae, P. brassicae, P. ramorum a Pythium oligandrum (Takenaka et al.,
2006, Oswald et al., 2014). Jedna se o polypeptidy pevné ukotvené na povrchu bunék
(Huitema et al., 2005). Tyto ELL maji razné¢ dlouhou délku C-terminalni domény,
obsahujici pfevazné threonin, serin, alanin a prolin, které pomahaji k uchyceni patogena
na bunécnou sténu hostitele (Jiang et al., 2006).

Elicitiny tfidy 1 a 2 jsou vysoce zastoupeny v myceliu, nebo v infikovaném
rostlinném pletivu (P. sojae). Naproti tomu elicitiniim-podobné slouceniny (elicitin-
like) jsou primarné obsazeny v zoosporach. Ptiklady elicitinii produkovanych patogeny

rodu Phytophthora a Pythium a jejich charakteristika jsou shrnuty v tabulkach 2a a 2b.

Tab. 2a: Elicitiny produkované zastupci rodu Pythium (Kamoun et al., 1997; Panabiéres et al.,
1997; Ponchet et al., 1999; Jiang et al., 2006)

Oomyceta Elicitin
Pythium aphanidermatum PaNieji5
Pythium marsipium Marsipin
Pythium oedochilum Oedochilin
Pythium oligandrum Oligandrin, POD-1, POD-2, POS-1
Pythium sylvaticum Sylvaticin
Pythium ultimum PYU1
Pythium vexans Vexiny-Vexl, Vex2




Tab. 2b: Elicitiny produkované zastupci rodu Phytophthora (Panabiéres et al., 1997; Ponchet et
al., 1999; Jiang et al., 2006; Oswald et al., 2014).

Oomyceta
Phytophthora alni

Phytophthora brassicae
Phytophthora cambivora

Phytophthora cactorum
Phytophthora capsici

Phytophthora cinnamomi

Phytophthora citrophthora
Phytophthora cryptogea

Phytophthora drechsleri
Phytophthora fragariae

Phytophthora infestans

Phytophthora hibernalis

Phytophthora megasperma

Phytophthora nicotianae
Phytophthora palmivora

Phytophthora parasitica
Phytophthora plurivora
Phytophthora quercina

Phytophthora ramorum
Phytophthora syringae
Phytophthora sojae

Elicitin
AE1.1
AE1.2
BEL, 2
HAE1
Bral
AE2
AE1.1
CAC-A (cacto)
Capsicein
CAP-Pa28
a-CIN
B-CIN
HAE1-cin
HAE2-cin
Citro
Cry-a
Cry-p
HAE1-cry
HAE2-cry
Dre-a
Dre-p
AE1.1
AE2
INF1
INF2a;b
INF4
INF5;6
hibl=syringicin
hib2
hib3
o-megaspermin
-megaspermin
y-megaspermin
Parasiticein
Palmivorein
310 - Parasiticein
PARA1
Citricolin=plurivorin
Quercinin
Quercinin
ram-al, ram-a2
Syringicin
Sojeinl
Cojein2
SOJA, SOJB
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Trida
1A
1A
1B

1A
1A
1A
1A
1A
1A
1B

1A
1A
1B

1A
1B
1A
1A
1A

1B

1A
1A
1A
1A
1B

1A
1A
1A
1A
1A
1A
1B

1A

1A

pl
4,99
4,99
8,22
3,95
4,09
4,99
4,99
4
3,5
4,23
4.4
8,9
3,38
3,54
3,5
3,6
9,8
3,88
3,34
4,6
8,96
4,99
4,99
4,22
3,37; 3,73
9,97
4,09; 3,34

4,22

4,31

6,16
35



Metodou molekularni biologie lze tyto proteiny exprimovat piimo z genomické
DNA. Geny kodujici elicitiny neobsahuji introny. Diky této vlastnosti je mozné
v bakterialnich expresnich systémech vyuzit techniku fizené mutageneze za ucelem
zameény vybranych aminokyselin. Takto I1ze nasledné identifikovat a zaroven sledovat
zasadni vlastnosti elicitini uréujici jejich biologickou aktivitu (Kamoun et al., 1993;

Dokladal et al., 2012).

3.1 Kryptogein

Kryptogein (Obr. 6) je proteinovy elicitor sekretovany oomycetou Phytophthora
cryptogea. Obsahuje 98 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost stanovena metodou
MALDI-MS ma hodnotu 10 386 Da (Dokladal et al., 2012). Elicitin kryptogein
vyvolava obranné reakce v rostlinich tabaku vazbou pies specifickd vysokoafinitni
vazebnd mista na plazmatické membrané bunck tabaku. Jedna se o receptory na bazi
glykoproteind s hodnotou K4 2 nM (Bourque et al., 1999; Svozilova et al., 2011). Pocet
specifickych vazebnych mist byl stanoven na 136 pmol/mg z celkového poctu proteint
na plazmatické membrané. Vazba kryptogeinu s receptorem je reverzibilni a vysoce
specificka. Tato vysoka specifita koreluje Snizkou koncentraci pfirozené se
vyskytujiciho kryptogeinu potiebného pro biologickou aktivitu in vivo (Svozilova et al.,
2011). Optimalni pH pro vazbu kryptogeinu je kolem hodnoty 7. Vazba zaina slabnout
pii kyselém pH 6 a bazickém pH 7,5.

Mezi obranné reakce vyvolané pusobenim kryptogeinu fadime depolarizaci
plazmatické membrany, oxidaci NADPH, fosforylaci proteinii nebo tvorbu reaktivnich
forem kysliku jako jsou superoxid, peroxid vodiku, ¢i hydroxylovy radikal, které mohou
mit za nasledek peroxidaci lipidi. Oxidace NADPH aktivuje pentosafosfatovou drahu,
coz vede k poklesu obsahu pentosa-6-fosfatu a naopak akumulaci glyceraldehyd-3-
fosfatu a fosfoenolpyruvatu (Pugin et al., 1997). Dale byla prokazana po aplikaci
elicitinu  kryptogeinu indukce syntézy sekundarnich metabolitl, patficich mezi
slou¢eniny produkované rostlinou pii stresové situaci. Radime zde reakce vedouci
k tvorbé fytoalexinu (pi. kapsidiol) nebo akumulaci etylénu (Chaudhuri et al., 2009).
Vsechny tyto reakce jsou zavislé na koncentraci vapenatych kationtd (Garcia-Brugger

et al., 2006).

11



Obr. 6: Struktura B-kryptogeinu. Kryptogein je globularni protein skladajici se 50 %
ze struktury a-helix a dale struktury B-skladaného listu (Fefeu et al., 1997; Dokladal et al.,
2012).

3.1.1 Mechanismus pisobeni Kryptogeinu po napadeni hostitelské

bunky patogenem P. cryptogea

Pisobeni patogennich organismli je vyznamnym a Castym stresovym faktorem
ohrozujicim zivot rostliny. Je znamo, Ze rezistenci k mnoha chorobam maji rostliny
kontrolovanou geneticky, a to geny rezistence (R geny) a geny avirulence (Avr), coz je
model gen-proti-genu (Flor, 1947). Florova hypotéza vychazi z interakce specificky si
odpovidajicich genil rezistence a virulence. Ukazalo se, Ze rezistence je vétSinou
dominantni (R) a néchylnost recesivni (r). Naopak avirulence je klasifikovana jako
dominantni (Avr) a virulence recesivni (avr) (Tab. 3). Bylo také postulovano, Ze
produkty R gent slouzi jako receptory pro Avr proteiny; model elicitor-receptor (Flor,
1971).

Tab. 3: Vztah jednoho genu rezistence a odpovidajiciho genu virulence. Tti kombinace: R-
avr, r-Avr a r-avr (produkty se nerozpoznaji), maji za vysledek kompatibilni reakce a infekce je
uspésna (+). Pouze jedna kombinace, R-Avr (produkty se rozpoznaji), ma za vysledek
inkompatibilni reakce a neobjevi se zadna infekce (rezistence).

Genotyp hostitele Genotyp patogena
Avr avr
R rezistence onemocnéni
r onemocnéni onemocnéni
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Tyto molekularni interakce vedou K inicializaci signalni drahy zodpovédné
za aktivaci obranné odpovédi. Spusténi obrannych mechanismi rostliny se déje také
skrze obecné elicitory schopné aktivovat obranu v raznych kultivarech a druzich rostlin.
Jsou sekretovany patogeny nebo jsou uvolnény z buné¢nych stén rostliny ¢i patogena
pusobenim hydrolytickych enzymii. Mohou to byt naptiklad proteiny, glykoproteiny,
glykany nebo lipidy (Garcia-Brugger et al., 2006). Mezi obranné odpovédi rostliny
fadime SAR (systemic acquired resistance, systémové ziskana rezistence), ktera
vyzaduje signalni molekulu salicylové kyseliny a je spojena s akumulaci PR proteini
pojmenovanych jako SAR proteiny, dale hypersenzitivni reakci, ktera je definovana
jako smrt bun¢k hostitele v prib&éhu nékolika hodin po kontaktu s patogenem a spojena
s programovanou bunéfnou smrti hostitelskych bunék, syntézu kyseliny jasmonové
a etylénu a produkei proteint s enzymovou aktivitou (napf. antioxidaéni aktivita).

Experimenty zaméfené na studium piesného mechanismu pusobeni -elicitinu
kryptogeinu na rostlinnou bunku byly realizovany na vyizolovanych plazmatickych
membrandch bunck tabdku. Plsobeni kryptogeinu na rostlinu je zahdjeno rozpoznanim
elicitinu  specifickymi receptory na povrchu hostitelské rostliny, coz jsou
N-glykosylované heterodimerni proteiny s podjednotkami 162 a 59 kDa. Nasledné
dochazi k aktivaci proteinkinas nebo inhibici proteinfosfatas (Lecourieux-Ouaked et al.,
2000). Béhem rané faze obranné reakce se také cCasto méni permeabilita
cytoplazmatické membrany pro nékteré ionty, dochazi k influxu Ca** a H* a efluxu K*
a CI'. Zejména zvySena koncentrace vapenatych iontl v cytosolu je povaZovana
za nezbytnou pro spusténi obranné reakce. ZvySujici se koncentrace extracelularnich
vapenatych iontli, vede K aktivaci napt. NADPH oxidasy a MAPkinas, k produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), dusiku (RNS), depolarizaci mikrotubulii ¢i inhibici
importu glukosy (Lebrun-Garcia et al., 1999; Garcia-Brugger et al., 2006). V prvnich
péti minutach ~ po napadeni hostitelského organismu patogenem bylo také pozorovano
zvySené mmnozstvi fosforylovanych proteini (Obr. 7). Elicitin kryptogein indukuje

hypersenzitivni reakci a SAR v rostlindch.
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Obr. 7: Schéma signalni kaskady reakci indukovanych kryptogeinem v bunéénych
kulturach tabaku. Prvni krok zahrnuje reakci kryptogeinu s receptorem. Nasleduje kaskada
reakci zahrnujici aktivaci NADPH oxidasy (NAO, RBOHD), fosforylaci proteint, ¢i zvysSeni
piitok Ca®* ionttl. Dochézi ke snizeni pH v cytosolu. Staurosporin inhibuje fosforylaci proteinl.
Vysvétlivky:  proteinkinasa  (PK), glutamatovy receptor (GIuR), glukosa (Glc),
superoxiddismutasa  (SOD), mitogen-aktivovana  proteinkinasa (MAPK), cyklicka
adenosindifosforibosa (CADPR) (upraveno dle Garcia-Brugger et al., 2006; Pugin et al., 1997).
S aktivitou kryptogeinu tuzce souvisi jeho schopnost vazat steroly a mastné kyseliny.
Je znamo, Ze po navazani sterolll nastanou konforma¢ni zmény v w-smycce, coz
indukuje primarni bunééné odpovédi jako je produkce ROS a zména pH (Osman et al.,
2001; Dokladal et al., 2012). Mastné kyseliny tyto konformacni zmény v proteinové
struktufe nezpusobuji, jsou vice flexibilngj§i, coz jim umoziiuje zabudovat se
do struktury aktivniho mista dfive neZz rigidni steroly. Aminokyseliny vhodné
pro substituce vedouci k rozdilné vazbé sterolli a mastnych kyselin ukazuje obrazek 8

(Dobes et al., 2004).
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Obr. 8: Aminokyselinova residua odpovédna za vazbu kryptogeinu se steroly a mastnymi
kyselinami. Substituce residui M59, 163 a V84 objemnym hydrofébnim fenylalaninem vede
k preferenci kryptogeinu vazat mastné kyseliny. Stejnd substituce residui L41 a L80 vede
naopak Kk preferenci vazby steroll. Oktadekanova kyselina (M18S) je zde ukazana jako
modelova mastna kyselina, DHE je 7-dehydroergosterol (ptevzato z Dobes et al., 2004)

3.1.2 Mutantni formy kryptogeinu
Za ucelem studia a rozpoznani mechanismu vazby mezi kryptogeinem a steroly,
pfipadné mastnymi kyselinami, byla zdménou aminokyselin na vyznamnych pozicich
ve struktufe kryptogeinu zodpovédnych praveé za vazbu sterolti nebo mastnych kyselin,
vytvofena fada mutantnich forem. Jednd se pfevazné o aminokyseliny nachézejici se
V hydrofobni kavité elicitini. V experimentalni ¢asti predlozené diplomové prace jsme
se zamé&fili na studium téi mutantnich forem kryptogeinu; L41F, V84F a dvojité
mutantni formy L41F/V84F (Obr. 9). VSechny tyto mutanty véetné¢ proteinu X24
(oznacovan jako wild type), ktery se od pfirozeného kryptogeinu lisi signalni sekvenci
EAEA na N-konci, byly produkovany pomoci expresniho systému kvasinky P. pastoris.
Mutantni forma L41F ma vmist¢ 41. aminokyseliny maly nepolarni leucin
zaménény za objemny hydrofobni fenylalanin. Tato mutace mé4 za ndsledek mnohem
mensi schopnost tohoto mutantu aktivovat v hostitelském organismu produkci ROS. Je
také znamo, Ze¢ tato mutace vede ke snizeni schopnosti interakce proteinu
s vysokoafinitnim vazebnym mistem na plazmatické membran¢é. Molekulova hmotnost

10 418 Da byla stanovena metodou MALDI MS (Dokladal et al., 2012).
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Obr. 9: Mutantni forma kryptogeinu obsahujici mutaci L41F a V84F (pievzato z PleSkova,
2010).

U mutantu V84F byl v misté 84. aminokyseliny zaménén valin za fenylalanin. Tato
mutace snizuje schopnost vazat steroly. Molekulova hmotnost tohoto mutantu je 10 433
Da. Dvojity mutant byl pfipraven kombinaci pfedchozich dvou mutaci. Molekulova
hmotnost je 10 467 Da. Mutantni formy kryptogeiny L41F a L41F/V84F vykazuji
snizenou schopnost aktivovat produkci ROS hostitelskym organismem a s tim spojenou
tvorbu nekrotickych efekt, coz koreluje s velmi nizkou schopnosti aktivace syntézy
seskviterpenoidniho fytoalexinu kapsidiolu, ktery se akumuluje v nekrotickych
oblastech a je znamou rostlinou obranou slou¢eninou (Pleskova et al., 2011; Dokladal
et al., 2012). Srovnani vlastnosti kryptogeinu (wildtype) a jeho mutantnich forem se

nachdazi v tabulce 4.

Tab. 4: Srovnani vlastnosti kryptogeinu a jeho mutantnich forem. Kapsidiol je sekundarni
metabolit sekretovany bunkou po napadeni patogenem. Vysvétlivky: DHE, 7-
dehydroergosterol; NBD-PC, nitrobenzoxadiazolem-znaceny fosfatidylcholin, PM, plasmaticka
membrana (pfevzato z Dokladal et al., 2012).

DHE NBD-PC Vazba Syntéza Akumulace Indukce

LBIEES pfenos  pienos kPM ROS kapsidiolu rezistence
Wild type +++ +++ +++ +++ +++ +++
V84F + +++ +++ +++ ++ +++

L41F +++ ++ + + - +
LA1F/V84F + +++ + - - -
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4 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A DUSIKU

4.1 Reaktivni formy kysliku v rostlinach

Reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) vznikaji v rostlinach jako
produkty aerobniho metabolismu (Apel a Hirt, 2004). ROS maji v rostlinach
vyznamnou ulohu pii signalizaci. Jsou zapojeny V fadé obrannych mechanismi rostlin
v ramci odpovédi na bioticky I abioticky stres, napf. se jedna o hypersenzitivni reakci
(HR), zesileni bunééné stény — lignifikaci aj. (Hirasawa et al., 2005).

Jedna se o ¢astecné redukované nebo aktivované slouceniny molekularniho kysliku
jako je singletovy kyslik, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, perhydroxylovy radikal
a superoxidovy anion-radikal pouze s jednim neparovym elektronem (Mittler, 2002).
ROS jsou produkovany v fadé rostlinnych organel, jedna se o: 1. chloroplasty, kde jsou
ROS generovany Mehlerovou reakei, 2. mitochondrie, ve kterych probiha elektronovy
transport, 3. peroxisomy, kde jsou ROS generovany v ramci fotorespirace
a 4. glyoxysomy, coz jsou specializované peroxisomy (Neill et al., 2002).

Produkce a lokalizace vzniku ROS v rostlinach je velmi rozmanita. Miize se jednat
o reakce pfirozeného metabolismu, jako je napf. elektronovy transportni fetézec
fotosyntetického aparatu ¢i respirace. V reakci na stresové faktory je vyznamnym
zdrojem ROS NADPHoxidasa (NAD(P)H:O, oxidoreduktasa, EC 1.6.3.1), katalyzujici
NADPH-dependentni redukci molekularniho kysliku na superoxidovy radikal.
NADPHoxidasa (jinym nazvem také RBOHD) je lokalizovana v cytoplazmatické
membrané a na jeji aktivaci se podileji Ca?* ionty. Vznikly superoxidovy radikal
v apoplastu je ¢innosti superoxiddismutasy (superoxid:superoxid oxidoreduktasa, SOD,
EC 1.15.1.1) oxidovan na peroxid vodiku (H;0,), ktery miize prochazet pies
plasmatickou membranu do bunky. V rostlinach se vyskytuji tfi formy SOD obsahujici
1. zinek s médi (Cu/Zn SOD), 2. zelezo (Fe-SOD) nebo 3. mangan (Mn-SOD). Dalsi
enzymy podilejici se na vzniku peroxidu vodiku jsou peroxidasy (donor:H,0O;
oxidoreduktasa, POX, EC 1.11.1.7) bunééné stény, dale enzymy oxalatoxidasa
(oxalat:0, oxidoreduktasa, EC 1.2.3.4), aminoxidasa (amine:O, oxidoreduktasa
(obsahujici méd’), EC 1.4.3.6) a polyaminoxidasa (amin:O, oxidoreduktasa (obsahujici
flavin), EC 1.4.3.4) (Neill et al., 2002). V piitomnosti Fe”" nebo Cu®* ionti ptechazi
H,0, nastava hydroxylovy radikal (‘OH), ktery je potencialné nejsiln€jSim oxidantem
vyskytujicim se v biologickych systémech. Muze iniciovat radikalové fetézové reakce

s fadou organickych molekul a pfispivat tak k rozvoji oxidacniho stresu, kdy dochézi
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k intenzivni reakci ROS s proteiny, lipidy a nukleovymi kyselinami (Mittler, 2002).
Peroxid vodiku ma fadu vyznamnych funkci v ramci obrannych reakci. Je zapojen
V procesu zesileni bunécéné stény (lignifikace), peroxidaci lipidii a pisobi také jako
regulacni molekula pro expresi genii a aktivaci enzymu podilejicich se na regulaci
tvorby dalSich signalnich molekul (napf. kyseliny salicylové, SA)

Uginna regulace za fyziologickych podminek vede k udrzovani trvale nizké hladiny
ROS. Pro ochranu pied toxickymi ucinky ROS si rostliny vytvofily systémy
enzymového a neenzymového charakteru. Jednim z nejvyznamnéjSich neenzymovych
antioxidanti zapojenych v obranné reakci rostlin je L-askorbat (vitamin C). Jeho
pritomnost byla prokdzana u vétSiny typt rostlinnych buné¢k a organel a rovnéz
v apoplastu. VSechny rostliny maji schopnost de novo syntézy askorbatu, vychozi
slou¢eninou je glukosa. Mezi dalsi ucinné nizkomolekuldrni antioxidanty patii
B-karoten, a-tokoferol (vitamin E) a redukovany glutathion. Do antioxida¢nich
enzymovych slozek fadime jiz vySe zminénou SOD, katalasu (H20,:H,0;
oxidoreduktasa, CAT, EC 1.11.1.6) a enzymy askorbat-glutathionového cyklu. Ten
zahrnuje enzymy askorbatperoxidasu (L-askorbat:H,O, oxidoreduktasa, APX, EC
1.11.1.1), monodehydroaskorbatreduktasu (NADH:monodehydroaskorbat
oxidoreduktasa, EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasu (glutathion:dehydroaskorbéat
oxidoreduktasa, EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasu (glutathion:NADP+ oxidoreduktasa,
GR, EC 1.8.1.7) (Piterkova et al., 2005). Ve sledu reakci dochazi k pfeméné H,0,

na vodu a k regeneraci askorbatu a glutathionu (Obr. 10).

Superoxid
SHIBGER /—\ Oxidovany
l glutathion
Askorbat NAD(P) NADPH
Askorbat Monodehydroaskorbat Dehydroaskorbat Glutathion
peroxidasa reduktasa reduktasa reduktasa
/ Monodehydroaskorbat NAD(P)H / \
\ Redukovany NADP

Dehydroaskorbat glutathion

Obr. 10: Enzymy askorbat-glutathionového cyklu (piepracovano z May et al., 1998).
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4.2 Reaktivni formy dusiku v rostlinach

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou slouceniny odvozené od oxidu dusnatého (NO).
Peroxydusitan (ONOO-) vznika rychlou reakci radikalit NO a superoxidového anion-
radikdlu, oxid dusicity ( * NO;) vznikajici reakci peroxydusitanu s hemovou
peroxidasou, dusitan (NO,.), nitroxylovy anion (NO"), nebo nitrosoniovy kation (NO")

vznikly oxidaci NO. V rostlinach bylo nalezeno sedm moznych mechanismil syntézy
RNS (Yuetal., 2012).

4.2.1 Oxid dusnaty a jeho produkce

Oxid dusnaty (NO), endogenné produkovany vSudypfitomny plynny radikal, je jednou
z nejmensich a nejjednodusSich zndmych biologicky aktivnich molekul, kterd muze
diky své lipofilni povaze snadno prochdzet membranami a pisobit tak na okolni bunky.
NO reaguje s mnoha latkami, napf. se superoxidovym anionem za vzniku toxického
produktu ONOQ’, thiolovymi skupinami, hemoglobinem nebo piechodnymi kovy
a nepiimo s DNA, proteiny a nenasycenymi mastnymi kyselinami v lipidech (Wink
a Mitchell, 1998). Obecné¢ se piedpoklada, ze NO své ucinky na biomolekuly uplatiuje
pfimou modifikaci residui, kterd jsou dilezitd pro strukturu proteinu, resp. pro aktivitu
enzymu. NO vystupuje jako dilezita signalni molekula v fad¢ procest podilejicich se
na rustu a vyvoji rostliny, klieni, otevirani a zavirani stomatdlnich priiducht a také
na aktivaci transkripce fady obrannych genti. Jeho produkce vyzaduje cytosolarni
enzym nitratreduktasu (nitrit:NAD oxidoreduktasa, NR, EC 1.7.1.1), ktery katalyzuje
redukci dusi¢nanti na NO podle reakce:

INAD(P)H + 3 H;0" + 2NO, — NAD" + 2NO + 5H,Q

Utinnost této reakce je vSak velmi mald. Primamé enzym katalyzuje NAD(P)H-
dependentni dvouelektronovou redukci dusi¢nanii na dusitan, za podminek vyssi
koncentrace dusi¢nant a nizsi koncentrace kysliku v bunice (Yu et al., 2012). Optimalni
pH reakce katalyzované kukufi¢nou NR za vzniku NO bylo rovno 7. Enzym NR je
lokalizovan na plasmatické membrané€ a aktivita je regulovana reverzibilni fosforylaci
(Yamasaki et al., 2000). Dle nékolika studii je NO produkovan enzymem podobnym
NO-synthase (NOS-like, dosud neindetifikovano), coz je hlavni enzym produkce NO
u Zivogicht (Corpas et al., 2009; Kulik et al, 2015). Zivogisny enzym NOS (L-arginin,
NADPH:0O, oxidoreduktasa (produkujici NO), EC 1.14.13.39) ma tii velmi dobie
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charakterizované isoformy (Yu et al., 2012) a katalyzuje NADP-dependentni oxidaci L-
argininu na L-citrulin a NO dle reakce (Knowles a Moncada, 1994):

L—arginin + NAD(P)H + O; — L—citrulin + NAD(P)" + H,O + NO

NOS funguje pouze za piitomnosti kysliku (O,) a Ca®*/kalmodulinu. U rostlin viak
geny kodujici tento enzym nebyly jesté prokazany. Na pfitomnost enzymu u rostlin
poukazuje fakt, Ze syntézu NO inhibuji strukturni analogy L-argininu. Prilom
Vv problematice rostlinné NOS nastal ve studii Foresi et al., 2010, kde byla popsana NOS
ze zelené tasy Ostreococcus tauri. Jedna se o nejmensi volné zijici eukaryotni
organismus na svété. Porovndnim aminokyselinovych sekvenci byla zjisténa 45%
podobnost s lidskou inducibilni a neuronalni NOS. Tento enzym vykazuje NOS aktivitu
in vitro a ma podobné vlastnosti jako zivo¢isna NOS: Ky pro L-arginin (12 uM)
a rychlosti oxidace NADPH (Yu et al., 2014). Rada studii na modelovych rostlinach
Arabidopsis a tabaku poukazuje na vyznam enzymu NOS jako zdroje RNS v pribéhu
obrannych odpovédi rostliny (Yu et al.,, 2012). Zdroje produkce NO jsou shrnuty

na obrazku 11.

Cytoplasma

NO,

NO,"

Mitochondrie

PM-NiNOR o
A\

Clil/Iv y Plasmaticka

membrana

Chloroplast

L-Arg

Peroxisom

Obr. 11: Zdroje oxidu dusnatého. NR primarné katalyzuje redukci dusi¢nanti na dusitany,
dale indukuje pfeménu dusi¢nanii na NO. Aktivita nitrit-NOreduktasy (NiNOR) vazané
na plasmatickou membranu byla objevena Vv kotenech. Jeji substrat dusitan je pravdépodobné
produkovan ve spiazené reakci s enzymem NiNOR. NO miuZe byt také generovan redukci
dusitanu na vnitini membrané mitochondrii pfes cytochrom ¢ oxidasu a/nebo reduktasu. Enzym
xantinoxidoreduktasa (XOR) lokalizovany Vv peroxisomech také redukuje dusitan na NO
(pfepracovano z Yu et al., 2014).
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Zvysena koncentrace polyaminl sperminu a spermidinu, coz jsou nizkomolekularni
alifatické slouceniny, se podili na uvolfiovani NO. Pfesny mechanismus nebyl dosud
objasnén. Polyaminy a exogenni NO maji antisenescencni u¢inky. Pfedpoklada se, ze
k produkci NO pies polyaminy dochézi v rdmci embryogeneze a vyvoje kofenového
systému a pii nedostatku vody (Groppa et al, 2008).

Pti obrannych reakcich ma NO velky vyznam diky své schopnosti vazat se na hem,
ktery je funk¢ni skupinou napt. katalasy a askorbatperoxidasy. Néaslednd inhibice
aktivity antioxida¢nich enzymi, snizuje schopnost organismu odstraniovat toxicky H,O;
(Perazzolli et al.,, 2006). NO je signalem pro aktivaci mechanismt vedoucich
ke spusténi exprese obrannych genti. NO muze podléhat velkému mnozstvi reakci, které
vedou ke vzniku dalsich RNS, a nasledné stabilnéjSich metaboliti, kterymi jsou
dusi¢nany. Radikal NO reaguje piimo s cilovymi molekulami (Freschi, 2013).

Na obrazku 12 jsou znazornény reakce vzniku a odbouravani NO.

A) Produkce NO B) Odbouravani NO
(2)

(1) NO; L-Arg

NO, . |

NO,, NOy

o)

Neenzymaticky .

GSSG+ NH,

Obr. 12: Mechanismy produkce a odbouravani NO v rostlinach. A) Produkce NO: (1)
vznik NO z dusitani neenzymatickou i enzymatickou cestou zahrnujici nitratreduktasu (NR),
xantinoxidoreduktasu (XOR) a nitrit-NOreduktasu (NiNOR). (2) NO je také generovan redukci
dusitanu pfes cytochrom ¢ oxidasu a/nebo reduktasu (CIII/IV), pies polyaminy (PAs)
a hydroxylamin (HA). B) Odbouravani zahrnuje reakci (3) NO s molekularnim kyslikem,
(4) nesymbiotickymi hemoglobiny (nsHbs), ¢i s (5) redukovanym glutationem (GSH) za vzniku
glutathionu (GSNO), ktery je dale pieveden enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR)
na oxidovanou formu (GSSG). NO miize také reagovat se superoxidem za vzniku peroxynitritu
(OONO-) (6). Enzym NOA1 (NO-associated 1) nepfimo ovliviiuje hladinu NO v rostlinach
(pfepracovano z Freschi, 2013).
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4.3 Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa
Enzym S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR), systematickym nazvem
S-(hydroxymethyl)glutathion : NAD® oxidoreduktasa, je homodimerni cytosolarni
enzym obsahujici dvé 40 kDa podjednotky. Enzym se tadi do skupiny zinek-
dependentnich alkoholdehydrogenas tiidy III (ADH3, EC 1.1.1.1). Ve starsi literatuie je
uvadén nazev glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (GD-FALDH, GS-
FDH), v puvodni klasifikaci byla GSNOR nespravné oznafovana jako EC 1.2.1.1.
Od roku 2005 je enzym oznacovan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa
(EC 1.1.1.284). Obsahuje dva atomy zinku, do katalytické reakce je zapojen pouze
jeden zinek, druhy ma strukturni funkci. Katalyticky zinek je v lidské ADH3 vazan
Cysl177 a Cys47, His69 a bud’ Glu70 nebo hydroxid v zavislosti na specifickém
komplexu (Sanghani et al., 2002). U ADHI1 je katalyticky zinek vazan na vodu (nebo
hydroxid) a residua His67, Cys174 a Cys46. Uloha tchto residui v aktivnim misté, kde
se vazi fyziologicky dulezité substraty, byla zkoumana na zakladé krystalové struktury
ternarniho komplexu s S-(hydroxymethyl)glutationem (HMGSH) a NADH. Hlavni
rozdilem mezi ADH I a ADH tfidy III je residuum Glu70, které nevykazuje zddnou
interakci s katalytickym atomem zinku ADH1 (Kubienova et al., 2013).

Preferovanym substratem enzymu GSNOR je S-nitrosoglutathion (GSNO) (Gaston
et al., 2003). Je nejvétsi zasobarnou NO v organismech. GSNO vznika pii O-
dependentni reakci NO a redukovaného glutathionu (GSH) (Malik et al., 2011). GSH je
jednou z hlavnich nizkomolekularnich antioxida¢nich sloucenin Vv rostlinnych buikach
a je zapojena V askorbat-glutathionovém cyklu, detoxifikaci xenobiotik a muze také
pusobit jako nezavisla signalni molekula v redoxnich dé&jich (Corpas et al., 2008).
Dalsim vyznamnym substratem GSNOR je S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH),
ktery spontanné vznika z glutathionu a formaldehydu. Tato reakce piedstavuje kliCovy
krok pfi detoxifikaci organismu - odstranéni exogenniho i endogenniho formaldehydu.
Charakteristiky enzymu naznacuji, Ze se jedna o bifunkéni enzym, ktery katalyzuje dvé
reakce. NAD®-dependentni oxidaci HMGSH na S-formylglutathion a druhou,
fyziologicky vyznamnéjsi reduktasovou, pii niz redukci GSNO za ti¢asti NADH a vody
vznika oxidovana forma glutathionu (GSSG) a amoniak (Jensen et al., 1998).
Za uc¢innou vazbu HMGSH a GSNO jsou zodpovédna prevazné rezidua Argl14, Thr46,
Asp55, Glu57 a také katalyticky zinek. Zda reakce probéhne dehydrogenasovym nebo

reduktasovym mechanismem a jaky bude vysledny produkt, rozhoduje hladina GSH.
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4.3.1 Role S-nitrosoglutathionreduktasy Vv obranném mechanismu

rostlin

Enzym GSNOR je intenzivné studovan v mnoha rostlinnych organismech. Byla
prokazana vyznamna role GSNOR V ramci obrannych mechanismu pii patogenezi napf.
u slunecénice ro¢ni (Helianthus annuus) (Obr. 13; Rusterucci et al., 2007; Chaki et al.,
2009), pti vyvoji rostliny napf. u rajcete jedlého (Solanum lycopersicum) (Leterrier
et al.,, 2011; Kubienova et al., 2013), pfi plsobeni abiotickych stresovych faktoru
u hrachu setého (Pisum sativum) a lociky (Lactuca spp.) (Diaz et al., 2003; Corpas
et al., 2008; Wiinsche et al., 2011; Chaki et al., 2011; Leterrier et al., 2011) a dale
pfi ochrané buiiky proti puisobeni nitrosa¢niho stresu napi. u kukufice seté (Zea mays),
¢i tabaku virginského (Nicotiana tabacum) (Sakamoto et al., 2002). U bunéénych
suspenznich linii huseni¢ku (Arabidopsis) overexprimujicich GSNOR byla stanovena
13x vyssi aktivita ve srovnani s divokym typem (WT) a 28x vyssi aktivita oproti liniim
s antisense-GSNOR. U linii s antisense-GSNOR byla stanovena 0 50 % nizsi aktivita
GSNOR porovnanim s WT (Frungillo et al., 2013).

— Mobilni signil (GSNO,
Rozpoznini patogent S-nitrogylované proteiny}

GSNOR ! f \—

NOS  GSSG ?\ / GSNOR GSSG
¥
GSH
NADPH .,,\Q /_ast
oxidasa S " GSNO T SNO§

= ? E
v
e . Redoxné zaloZzené
20, Redoxni SA regulaéni mechanizmy

cGMp/ sV / (obrana rostlin,
2+ dréha ethylenu...)
HR l NPRI/TGA

|

| Obranné geny (PR} | Infikované misto Neinfikované misto

NO ..:" GSNO -« SNOs

Obr. 13: Model ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy v obranné reakci rostlin v misté
infekce patogenem a systémové ziskané rezistenci ve vzdalenych c¢astech rostliny.
Rozpoznani patogend iniciované zvys$enou produkci NO, ROS (H202, O2-) a kyseliny salicylové
(SA), ktera synergicky indukuje hypersenzitivni reakci (HR), ma za nasledek aktivaci NADPH
oxidasy a NOS-like synthasy. NPR1 je protein nachdzejici se v cytosolu a je rozhodujicim
prvkem kaskady signalni transdukce zprosttedkované SA, pti niZ dochazi k indukci obrannych
gend, napi. PR-1 (pathogenesis-related 1). GSNOR reguluje intracelularni hladiny GSNO a S-
nitrosothiolt, sniZzeni aktivity vyvola zvySeni intracelularni hladiny S-nitrosothiold (SNO) a tim
posileni lokalni i systémové rezistence rostliny viéi patogenu (upraveno dle Rusterucci et al.,
2007).
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Ve studii Wiinsche et al., 2011 byl proveden knock-down GSNOR diky systému
VIGS (virus induced gene silencing) a byla studovana funkce GSNOR v obranné reakci
po napadeni herbivornim zivo¢ichem Manduca sexta, napadajici druh tabaku Nicotiana
attenuata. Umlceni exprese GSNOR snizilo herbivorem-vyvolanou akumulaci kyseliny
jasmonové (JA) a etylenu, aniz by byla snizena aktivita dvou mitogen-aktivovanych
proteinkinas (MAPKS), proteinkinasy indukované poranénim (WIPK) a proteinkinasy
indukované kyselinou salicylovou (SIPK). Ztrata funkce v mutantu atgsnorl-3
v Arabidopsis snizila hladinu GSNO a vedla k redukci akumulace SA (Malik et al.,
2011). U rostlin hrachu vystavenych nizkym teplotam (8°C po dobu 48 hodin) byla
zvySena aktivita GSNOR o 67 %, 5x vy$$i hladina RSNOs, zvySend nitrace
tyrosinovych residui v proteinech a také zvySena aktivita enzymu NOS. Celkovy obsah

dusi¢nanti a dusitant v§ak nebyl timto stresem ovlivnén (Corpas et al., 2008).

4.4  Nitrace proteina

Posttranslacni kovalentni modifikace proteind jsou dilezit¢ reakce ovliviyjici
a kontrolujici strukturu, funkci, bunécnou lokalizaci a odbouravani proteini. Mezi
nejznaméjsi a nejvice prostudované posttranslacni modifikace patii N- a O-glykosylace,
fosforylace a methylace lysini (Hnizdova et al., 2009), dale muze dochazet
ke kovalentni modifikaci acetylaci, sulfataci, isoprenylaci, ubikvitinylaci,
glutathionylaci, citrulinaci a polyglutamylaci (Jensen, 2006; Hoffman et al., 2008).
Vyznamna role byla také prokazana v ptipad¢ nitra¢nich a nitrosa¢nich modifikaci, kdy
RNS reaguji s postrannimi fetézci aminokyselin v proteinech (Obr. 14, Freschi, 2013).
In vivo byly nejvice prozkoumané a charakterizované reakce nitrace tyrosinu za vzniku

3-nitrotyrosinu a nitrosylace thiolovych skupin cysteinti na S-nitrosocystein.
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Obr. 14: Piehled biologickych posttransla¢nich modifikaci zavislych na NO. S-nitrosylace
cysteinovych residui, nitrace tyrosini a metalovad S-nitrosylace. Proteiny jsou znazornény
pismeny P v Sedych ovalech (ptevzato z Freschi, 2013).

Pii vzajemnych interakcich mezi ROS a RNS vznikaji silna nitraéni ¢inidla. Pfi jejich
zvySené produkci dochézi k tzv. nitrosaénimu stresu. Mezi nejvyznamnéj$i nitrani
¢inidla in vivo, ktera mohou nitrovat volné i v proteinech vazané aminokyseliny, patii
NO, oxid dusi¢ity (NO,), peroxydusitan (ONOQ"), a slou¢eniny odvozené od dusitanu,
kyselina dusita (HNO,) a nitrylchlorid (NO,CIl) (Hnizdova et al., 2009). Nitrace
tyrosinu je povazovana za marker nitrosaéniho stresu (Corpas et al., 2008).

Navazanim nitroskupiny na tyrosin dochazi ke zméné konformace modifikovanych
proteinti a naslednému ovlivnéni biologické aktivity proteinli. Vneseni nitroskupiny
do ortho-polohy vzhledem k hydroxylu na aromatickém kruhu snizuje moznost
fosforylace tyrosinu, coz vyznamné ovliviiuje rychlost pfenosu informaci v mnoha
signalnich drahach zaloZenych na regulaci aktivity enzymul reverzibilni fosforylaci.
Nitraci tyrosinu se snizuje pKa tyrosinu témét o 3 jednotky a zvySuje se hydrofobicita
tyrosinu, coz muze vést ke ztrat¢ funkce proteinu. Nitrované proteiny jsou vétSinou
degradovany proteolyticky, jinym zpisobem degradace in vivo je tzv. denitrace
za katalyzy enzymu denitrasy (nitratasy), avSak tento enzym nebyl dosud z rostlin
izolovan. Vedle denitrace mize dochdzet k pfeméné nitrotyrosinu na aminotyrosin, coz
muze vést k navratu aktivity nékterych proteinti a buné¢né obnoveé (Obr. 15; Kuo et al.,
2002). Redukci nitroskupiny na aminoskupinu dochazi ke zvySeni pKa na hodnotu 10,

coz vede k obnoveni pfistupnosti proteint pro puisobeni tyrosinkinas (Gow et al., 1996).
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Obr. 15: Schéma vzniku nitrovanych proteinii a jejich metabolismus denitraci nebo
redukei. U vSech nitrovanych proteinli je upfednostiiovana proteolytickd degradace, ktera
probiha rychleji (pievzato z Kuo et al., 2002)

4.5 S-nitrosylace proteinii
S-nitrosylace, kdy dochdzi k reversibilnimu kovalentnimu navazani -NO skupiny
na thiolovy postranni fetézec cysteinového residua, je v posledni dobé velmi intenzivné
studovana posttranslatni modifikace (Yu et al., 2012). Vysoce specificka reaktivni
cysteinova residua s nizkym pKa sulfhydrylovych skupin jsou hlavnim mistem reakce
RNS. Nizké hodnoty pKa vyznamné zvySuji tspéSnost oxidace (Malik et al., 2011).
Vzniklé S-nitrosothioly (SNO) maji obecnou strukturu RSNO. S-nitrosylace vysoce
reaktivnich cysteinovych residui miize vyznamné ovlivnit funkei proteinu. S-nitrosylace
je povazovana za kli¢ovy proces v pienosu NO a jeho bioaktivité (Yu et al., 2012).
Mechanismus vzniku S-nitrosothioli byl poprvé popsan ve studii Stamler et al., 1992
u S-nitrosoalbuminu. K tvorbé RSNO dochazi v reakci NO s molekularnim kyslikem
nebo superoxidem, vreakci NO s redukovanym thiolem (RSH) kdy je reak¢énim
meziproduktem radikal RSNOH nebo v reakci s pfechodnymi kovy (Cu, Fe) (Obr. 16,
Gow et al., 2004).
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Obr. 16: Mechanismy vzniku S-nitrosothiolii. 1) Reakce s oxidanty (O, O,), reakénimi
meziprodukty jsou vys$i oxidy dusiku; 2. reakce s redukovanym thiolem (RSH), reakénim
meziproduktem je radikal RSNOH; 3) reakce skovy (Me), které mohou pusobit jako
katalyzatory, a nebo vést k tvorbé NO* (Gow et al., 2004)

Katabolismus S-nitrosothiolii muZe probihat enzymaticky za pfispéni systémui:
xantin/xantinoxidasa (X/XO, EC 1.17.3.2), Cu/Zn superoxiddismutasy (Cu/Zn SOD,
EC 1.15.1.1), glutathionperoxidasy (GPX, EC 1.11.1.9), y-glutamyltranspeptidasy
(y-GT, EC 2.3.2.2) nebo GSNOR (Gaston et al., 2003). Prvni zminka o ddlezité roli
S-nitrosylace v rostlinné  signalni  transdukci  byla nalezena u  genu
S-nitrosoglutathionreduktasy u A. thaliana (AtGSNORL1), ktery byl identifikovan jako
kontrola celkové hladiny nizkomolekularnich (GSNO) a vysokomolekuldrnich
S-nitrosothiolt (Feechan et al., 2005). GSNO je vytvafen S-nitrosylaci bunétného
antioxidantu glutathionu (GSH) a slouzi jako zasobarna NO.

Modulace hladiny bunécnych SNOs je dilezitym regulatorem akumulace imunitnich
aktivatort, napf. kyseliny salicylové (SA) a SA-dependentnich gent. NPRI1 (Non-
Expresser of Patogenesis-Related Genes) je kliGovym regulatorem exprese SA-
dependentnich genii. NPR1 se nachazi v cytosolu v dasledku tvorby intermolekularnich
disulfidickych vazeb ve formé¢ oligomeru. Redoxni zmény vyvolané SA vedou
k redukci NPR1 oligomerti na monomery a usnadiuji tak pohyb NPR1 do jadra, kde je
zahajena transkripce cilovych genti. Rovnovaha mezi NPR1 oligomery a monomery
Vv cytosolu je kli¢ovy proces v kontrole exprese gend aktivovanych SA. S-nitrosylace

NPRI1 na cys156 usnadnuje jeho oligomerizaci a lokalizaci v cytosolu. S-nitrosylované
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oligomerni formy NPR1 potlacuji odpovédi na pusobeni dalsi regulacni slouceniny
kyseliny jasmonové (JA), jejiz produkce je spojena se zvySenou tvorbou NO.
Transkripcni regulator (TGA1), patfici do podtiidy proteini se strukturnim motivem
leucin zipper, je zodpovédny za expresi SA-dependentnich gend. S-nitrosylace TGAL
na Cys260 a Cys266 chrani tato rezidua a uptfednostituje vazbu transkripéniho faktoru
na DNA (Delledonne et al., 2001).

SA-vazajici protein 3 (SA-binding protein 3; SABP3) ma vysokou afinitu pro SA
a inhibuje aktivitu karbonatanhydrasy (karbonathydro-lyasa, CA, EC 4.2.1.1) dulezitého
enzymu pfi biosyntéze lipidd. Molekuly na bazi lipida hraji klicovou roli v obrannych
reakcich rostliny a jejich funkce je tzce spjata se signalizaci SA. Mira S-nitrosylace
SABP3 proteinu na Cys280 je pfimo imérna hladin€ celkovych SNOs uvnitf bunky
(Kachroo et al., 2001). S-nitrosylace blokuje vazbu SA na tento protein (Obr. 17) a také
aktivitu enzymu CA (Yu et al., 2012, Freschi, 2013).

Efektorové proteiny l GSNOR1

SNO

SNO JA-indukované
odpovédi

‘ Cytoplasma
-- s Jadro
SH
H O oo

R-proteiny bu::éné Inaktivni
smrt SABP3
Cys280
SNO

exprese

Obr. 17: Model navrhujici mozné role SNOs v regulaci exprese SA-dependentnich geni.
Rozpoznani patogena ma za nasledek vzrust hladiny SA a syntézu NO. Celkova bunétna
hladina SNOs je kontrolovana pies enzym GSNORI, ktery preménuje GSNO. SABP3 pozitivn¢
reguluje obrannou signalizaci, S-nitrosylaci na Cys280 je tento protein inaktivovan. NPR1
proteiny existuji v dynamické rovnovaze v monomerni a oligomerni formé. S-nitrosylace
na Cys156 posouva rovnovahu k oligomernim formam. TGA1 faktor, ktery je S-nitrosylovan
na Cys260 a 266, poméaha vazbé DNA na as-1 motif (pfevzato z (Yu et al., 2012).
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SNOs mohou také kontrolovat akumulaci ROS v apoplastu (Yu et al., 2012) a hrat
dilezitou roli pii rozvoji hypersenzitivni reakce (HR) vedouci k bunééné smrti (Obr. 18,
Delledonne et al., 2001). S-nitrosylace na Cys 890 NADPHoxidasy (oznacovana také
jako RBOHD) brani vazbé kofaktoru flavinadenindinukleotidu (FAD), coz vede
ke snizeni aktivity NADPHoxidasy a nasledné k redukci akumulace ROS. Jedna se
0 jeden z regula¢nich momentti umoznujicich vymezit rozsah bunééné smrti v pozdni

fazi HR (Yu et al., 2012).

Efektorové proteiny R-proteiny
' -
&
9 mm O]

(-) Cys890
SH
GSNOR1 (+) +SNO -SNO
IROIS
7 (+) Inaktivni

RBOHD

(+) Bunééna
é
smrt (HR) SNO

Obr. 18: Model naznacujici mozné funkce SNOs ve vyvoji bunééné smrti hostitelské
buiiky v pribéhu imunitni funkce. Rozpoznani patogena vede k akumulaci hladiny SA,
ke zvyseni hladiny celkovych SNOs a k aktivaci NADPHoxidasy (RBOHD). Dohromady
pusobi tyto zmény pozitivné na rozvoj bunééné smrti. Pti rdstu hladiny SNOs aZ na kritickou
uroven dochazi k oslabeni biosyntézy SA a naopak k narustu S-nitrosylace enzymu RBOHD
na cysteinovém residuu 890 (Cys890). Tim je sniZovana aktivita tohoto enzymu a v dasledku
toho dochazi ke snizeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS nebo také ROIs - reaktivni
kyslikové intermediaty). Tato negativni zpétna vazba muize omezit rozsah bun&tné smrti
V pozdni fazi hypersenzitivni reakce (HR) imunitni odpovédi rostliny (pfevzato z Yu et al.,
2012).
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Bylo dokazano, ze antioxida¢ni enzym peroxyredoxin II E (thiol-obsahujici
reduktant:hydroperoxid oxidoreduktasa, Prxll E, EC 1.11.1.15), ktery je soucasti
specifického detoxifika¢niho systému pro peroxydusitan, tvofici se reakci NO s O7, je
také S-nitrosylovan béhem vyvoje rezistence rostlin vii¢i chorobam (Romero-Puertas
et al., 2007). U Arabidopsis byla popsana inaktivace PrxIl E S-nitrosylaci. Inhibice
vede ke zvySeni hladiny peroxydusitanu a nésledn¢ k intenzivnim nitracim tyrosinovych
zbytkli. NO muze pies S-nitrosylace kliCovych komponent antioxida¢niho obranného
systému regulovat zapojeni vlastnich radikalti béhem HR a tim ovlivnit tyrosin kinasové
signalni drahy (Yu et al., 2012).

Dalsi enzym, ktery je S-nitrosylovan v prubéhu hypersenzitivni reakce, je enzym
allenoxidcyklasa  ((9Z,11E,15Z)-(13S)-hydroperoxyoktadeka-9,11,15-trienoat-12,13-
hydrolyasa, EC 4.2.1.92), coz je enzym biosyntézy JA. V zavislosti na druhu rostliny
metabolizuje 9(S) - nebo 13(S) - hydroperoxidy linolové nebo linolenové kyseliny.
S-nitrosylace potencidlné piredstavuje mechanismus regulace hladiny oxylipini
(Romero-Puertas et al., 2008; Leitner et al., 2009).

S-nitrosylace  enzymu  methioninadenosyltransferasy 1  (ATP:L-methionin
S-adenosyltransferasa, MAT1, EC 2.5.1.6) ucastnici se biosyntézy etylenu, zastavuje
¢innost tohoto enzymu (Lindemayr et al., 2010).

Intracelularni hladina NO reguluje apoptosu. Koncentrace NO rozhoduje o tom, zda
bude NO chranit bunku ptfed apoptosou nebo bude iniciovat bunéfnou smrt.
S-nitrosylace cysteinového residua, které se nachézi v aktivnim misté vSech isoforem
enzymu kaspas, zptusobuje antiapoptoticky ucinek (Belenghi et al., 2007).

I kdyz mnoho proteinovych cili S-nitrosylace v prubéhu imunitni reakce rostliny
bylo objeveno pomoci techniky biotin-switch, reprezentuji tyto vysledky pouze malou
¢ast z celkového poctu moznych cila S-nitrosylace, nebot” postup v technice ma mnoho

omezeni.
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EXPERIMENTALNI CAST
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5 Material a pristroje

5.1 Chemikalie

Absolute gPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Scientific, USA), akrylamid/bis-
akrylamid (Sigma, USA), 2 - [6-(4’-amino)fenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoova
kyselina  (APF, Sigma  Aldrich, USA), 4-amino-5-methylamino-2",7"-
difluorofluorescein  (DAF-FM,  Alexis, USA), 4-amino-5-methylamino-2°,7’-
difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA, Alexis, USA), anti-aktin polyklonalni
(krali¢i) protilatka (Agrisera, Svédsko), anti-biotin monoklonalni protilatka (mysi)
konjugovana s alkalickou fosfatasou (Sigma, USA), anti-nitrotyrosin polyklonalni
(kralici) protildtka (Sigma, USA), anti-nitrotyrosin monoklondlni (mys$i) protilatka
(Sigma, USA), APS (Fluka, Svycarsko), AtGSNORI1 polyklonalni (krali¢i) protilatka,
Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad, USA), biotin-HPDP (Thermo Scientific, USA),
bisakrylamid (MP Biomedicals, USA), BSA (Sigma Aldrich, USA), Complete Ultra
Tablets Mini, EDTA-free, EASY pack (Roche, Svycarsko), Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Bio-Rad, USA), 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA, Sigma
Aldrich, USA), dihydroethidium (DHE, Setareh, USA), DMSO (Thermo Scientific,
USA), DTT (Sigma, USA), Ethanol (Lach-Ner, CR), fluorescein diacetat (FDA, Serva,
USA), Glutathion (Acros Organics, USA), 2-[6-(4'-hydroxy)fenoxy-3H-xanthen-3-on-
9-yllbenzoova kyselina (HPF, Sigma Aldrich, USA), 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid  (cPTIO, Sigma, USA), kryptogein (Ustav
biochemie MU, Brno), kyselina L-askorbova (Duchefa Biochemie, Nizozemsko),
Laemmliho vzorkovaci pufr (Bio-Rad, USA), Luminata™ Forte Western HRP substrate
(Millipore), luminol (Santa Cruz Biotechnology, USA), MMTS (Sigma, USA),
Murashige a Skoog medium (MS medium, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), mutant
L41F, V84F a L41F/V84F (Ustav biochemie MU, Brno), n-butanol (Sigma, USA),
N6022 (Axon Medchem, Holandsko), NADH (AppliChem, Némecko), NBT-BCIP
(Sigma, USA), Neocuproin (Sigma, USA), NucleoSpin RNA plant kit (Macherey-
Nagel), PMSF (Fluka, Svycarsko), Ponceau S (Merck, Némecko), SDS (Sigma, USA),
sekundarni anti-rabbit protilatka IgG s peroxidasovym konjugatem (Sigma, USA),
sekundarni anti-rabbit protilatka IgG znaCend alkalickou fosfatasou (Sigma, USA),
standard BSA (Sigma, USA), susené mléko (AppliChem, Némecko), TBS (Fluka,
Svycarsko), TEMED (Fluka, Svycarsko), Tris HCl (MP Biomedicals, Francie),
TRITON X-100 (Sigma, USA), Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche,

Svycarsko), Tween-20 (Sigma, USA), B - merkaptoethanol (Fluka, Svycarsko).
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5.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko,
automatické pipety (Eppendorf, Némecko), digitalni pH metr WTW 526 (InoLab,
Némecko), digitalni predvazky (KERN, Némecko), dokumentaéni zafizeni
BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA), elektroforeticky systém Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad, USA), elektromagnetickd michacka IKA (Labortechnik,
Némecko), flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten, Dansko), Gel Doc EZ
Imager (Bio-Rad,USA), chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), inkubator
INCUBAT (Melag, Némecko), kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA), magneticka
michat¢ka (IKA, Némecko), mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko),
mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA),
minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika), nitrocelulosova membréana 0,45
um (Bio-Rad, USA), PCR termocykler (Eppendorf, Némecko), ptistroj CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection Systém
(Millipore, USA), trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA), trans-BlotR
Transfer Medium — nitrocelulosova membrana 0,45 pum (Bio-Rad, USA), tfepacka
Mixing Block MB-102 (BIOER technology, Cina), VisionWorks®LS (UVP, USA),
vortex mixer SA8 (Stuart, UK)

5.3 Rostlinny material
V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity ¢tyfdenni suspenzni kultury bunék
tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi. Suspenze byla poskytnuta Ustavem biochemie

Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné¢.

5.3.1 Kultivace suspenznich kultur tabaku

Bunécna suspenze byla uchovavana ve fytotronu s fotoperiodou 16/8 (den/noc), pii 23
°C a péstovana v modifikovaném tekutém médiu Murashige-Skoog zvaném
Chandlerovo médium (Murashige a Skoog, 1962; Chandler et al. 1972), které obsahuje
dv¢ slozky: hlavni médium s makroprvky a mikroprvky (Tab. 5) a roztok hormonit a
vitamind potfebnych pro rist bunék (Tab. 6). Bunky tabaku byly jednou tydné sterilné
pfeockovavany v laminarnim boxu, 8 ml bunééné kultury bylo aplikovano do 100 ml

nového média.
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Tab. 5: Hlavni médium pro bunééné suspenze tabaku (pfepracovano z Murashige a Skoog,
1962; Chandler et al. 1972).

Zasobni Na pripravu 1 1

Vysledna
roztok (1 1) média koncentrace
(mg/l)
Makroprvky NH4NO; 33,09 1650
KNO; 38,09 1900
MgSQO, x 7 H,0 7449 50 ml 370
KH,PO, 3449 170
CaCl, x 2 H,0O 8,8¢ 440
Mikroprvky H3;BO; 6,29 6,2
MnSO, x H,0O 22,39 22,3
ZnS0O, x 7 H,O 8,69 8,6
Kl 0,83¢g iml 0,83
Na,MoO, x 2 H,0 0,259 0,25
CuSO, x 5 H,0 0,025 g 0,025
CoCl, x 6 H,0 0,025 g 0,025
EDTA-Fe NaEDTAXx2H,0 3,729 10 ml 37,2
FeSO4 x 7 H,0O 2,78 g 27,8

Tab. 6: Roztok hormont a vitamini pro bunééné suspenze tabaku

Zasobni Na Vysledna
roztok (1 1) pripravu 11 koncentrace
média (mgfl)
Kyselina nikotinova 50 mg 5
Pantothenat Ca 30 mg 3
Vitaminy Glycin 20 mg 10 ml 2
Thiamin 5mg 0,5
Kyselina folova 5mg 0,5
Pyridoxin 5mg 0,5
Biotin 0,5mg 0,05
Kinetin 1ml 0,1
2,4D 22 mg 0,8 ml 0,175
Myo-inositol 100 mg 100
Glutamin 200 mg 200
Sacharosa 309 30 000
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6 Metody

6.1 Priprava bunécného materialu k experimentu

Ctyfdenni bunky tabaku (exponencialni fize ristu) byly odsaty pomoci Biichnerovy
nalevky a zbaveny tak pivodniho média. K pfesné¢ odvazenému mnozstvi takto
odsatych bun¢k bylo pfidano ekvilibra¢ni médium (Tab. 7) v poméru 1g bun¢k/10 ml
média. Nové pfipravend bunécna suspenze byla rozdélena do Erlenmeyerovych banék
a ponechéana jednu hodinu v inkubatoru pro ekvilibraci. Objem suspenze byl 50 ml.
Nésledné bylo do kazdé z banék ptidano ptesné mnozstvi 1 uM testovaného elicitinu
tak, aby kone¢na koncentrace elicitinu v barnce byla 5 nM. Do paté barky, ktera slouzila
jako kontrola, byla pfidana pouze destilovand voda. V pfipadé inhibitoru GSNOR
(N6022) byla vysledna koncentrace v bafice 1 pM, lapa¢ ROS (L-askorbat) m¢l
koncentraci 5 mM a lapa¢ NO (cPTIO) 1 mM. Zasobni roztoky ctyt testovanych
elicitinG kryptogeinu (X24) a jeho mutantnich forem L41F, V84F a L41F/ V84F
o koncentraci 96 pM byly poskytnuty Ustavem biochemie P¥irodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity v Brné¢.

Odbéry vzorka byly provedeny v ¢ase 0 (okamzité po aplikaci elicitini), 1, 2, 3 a 4
hodiny od aplikace elicitini. 15 ml bunééného extraktu bylo odsato na Biichnerové
nalevce. Pomoci analytickych vah bylo navazeno 0,3 g bun€k do plastovych zkumavek
a zamrazeno v tekutém dusiku. Poté byly vzorky umistény do mraziciho boxu o teplote

- 80 °C.

Tab. 7: Ekvilibra¢ni médium pro suspenzni kultury tabaku.

Na p¥ipravu 11 média (pH 5,8)

Mannitol 32¢
CaCl, 74 mg
KzSO4 87 mg
MES-hydrat 390 mg
6.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity S-

nitrosoglutathionreduktasy

6.2.1 Extrakce a preciSténi bunééného materialu
K zamraZzenym c¢tyfdennim buitkdm tabaku byl pfidén Cerstvé ptipraveny extrakéni pufr

(50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% (v/v) Triton X-100; 1 mM PMSF; 2 mM DTT)
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v poméru 1:2 (0,3 g rostlinného materidlu : 0,6 ml extrakéniho pufru). Bunky byly
rozetfeny mechanicky za pomoci pali¢ek a nasledn¢ byl homogenat centrifugovan 20
minut pii 16 000g, teplota 4 °C.

Z ditvodu odstranéni endogenniho GSNO bylo 0,5 ml supernatantu piecisténo
na odsolovaci DNase-free kolonce NAP-5 (napln Sephadex, porozita G-25).
K ekvilibraci kolonek byl pouzit 10 mM Na-fosfatovy pufr, pH 6,8. Po vsiknuti
extraktu byl na kolonku nanesen 1 ml 50 mM K-fosfatového pufru o pH 7,8. Veskery
eluat byl okamzit€¢ jiman do plastové zkumavky a nésledné¢ uchovavan pii 4 °C.
Kolonky byly nasledné promyty 25 ml destilované vody (upravend metodika dle Corpas
et al., 2008).

6.2.2 Méreni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy
Aktivita enzymu GSNOR byla méfena spektrofotometricky na readeru Synergy-HT
v 96-ti jamkovych mikrodestickach. Stanoveni bylo provadéno pfi 25 °C sledovanim
oxidace NADH pii 340 nm (Warburghtiv opticky test) (dle Sakamoto et al., 2002).
Do jednotlivych jamek mikrodesticky bylo postupné pipetovano 225 pl reakéniho pufru
(20 mM Tris, pH 8), 15 pl Cerstvé pripraveného extraktu a 30 ul 2 mM NADH. Reakce
byla startovana ptidavkem 30 pul 4 mM GSNO. Roztoky GSNO a NADH byly
pfipraveny vzdy cerstvé a uchovavany ve tmé pii 4 °C. Do jamky blanku bylo misto
substratu GSNO pipetovano 30 pl destilované vody.

Vzorky byly méfeny ve tfech opakovénich, kazdy vzorek mél vlastni blank. Byl

zaznamenavan pokles absorbance pii 340 nm v pribéhu patnacti minut.

6.2.3 Méreni délky optické drahy
Pro vypocet aktivity enzymu bylo také nutné provést méfeni délky optické drahy
(DOD). Toto stanoveni se provadi ihned po doméfeni aktivity enzymu a to pfi vinovych

délkach 900 a 977 nm.

6.3 Stanoveni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku

(RNS) pomoci fluorescenénich sond

V piipad¢ méfeni produkce ROS se jednalo o fluorescencni sondy H,DCF DA, APF,
HPF a DHE, u RNS pak méfeni probihalo pomoci citlivych sond DAF-FM DA a DAF-
FM. V piipadé sondy H,DCF DA (Obr. 19) a DAF-FM DA (Obr. 20) dochazi po vstupu
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sloucenin do bunky k odstépeni diacetatu bunécnymi esterasami s ndsledné probiha
reakce s ROS ptipadné¢ RNS za vzniku fluorescen¢niho produktu. Sondy APF (Obr. 21)
a HPF (Obr. 22) jsou stabilnéjsi a poskytuji vétsi specifitu nez proba H,DCF DA. Tyto
sondy jsou vice odolné vuci svétlem-indukované oxidaci. Ob¢ tyto sondy vykazuji
fluorescenci az po kontaktu s ROS. Sondy APF a HPF se pouzivaji pro detekci
hydroxylovych radikalii a peroxynitritovych aniontl - ozna¢ované jako vysoce reaktivni
formy kysliku (hROS). Sonda DHE neboli dihydroethidium (Obr. 23) je specificka
sonda pro métfeni superoxidu. Jednd se o redukovanou formu bézné pouzivané
interkala¢ni barvy ethidiumbromid. Volné prochazi pies bunééné stény a membrany
(Zhao et al., 2003).

DAF-FM je vysoce senzitivni fotostabilni proba pro méteni RNS. Je citlivéjsi oproti
originalni slou¢eniné DAF-2 a méné nachylnd na zmény pH.

100 pl suspenze ekvilibrovanych bunék (viz bod 6.1) byla pipetovana do ¢ernych 96-
ti jamkovych mikrodesti¢ek pro méteni fluorescence. Burniky byly ponechany 30 minut
na tiepacce zakryté vikem. Poté byly k suspenzi pfidany Ctyfi testované elicitiny tak,
aby jeho vysledna koncentrace v jamce mikrodesticky byla 5 nM. Jako kontrola bylo
pouzito ekvilibraéni médium. Okamzité po aplikaci elicitini byly k buiikam ptidavany
fluorescen¢ni sondy s vyslednou koncentraci v jamce 8 uM. Vysledny objem v jamce
mikrodesticky byl 125 pl. Nasledovalo kinetické méteni produkce ROS a RNS po dobu
1-1,5 hodiny. Kontrolni experimenty byly provadény s lapacem oxidu dusnatého

(cPTIO) a lapacem ROS kyselinou L-askorbovou. Jako blank bylo pouzito ekvilibra¢ni

médium bunék. Stanoveni bylo provadéno vzdy Vv triplikatu.

H,DCF DA H,DCF DCF

Obr. 19: Reakce sondy H,DCF DA. Proba je esterasou deacetylovana po vstupu do buriky.
S ROS reaguje sonda za vzniku fluorescencniho produktu DCF. Excita¢ni/emisni vinova délka
je 495/515 nm (pievzato z Crow et al., 1997; Gomes et al., 2005).

37



Oxidagni
produkt NO

DAF-FM DA DAF-FM DAF-FM 2T

Obr. 20: Reakce sondy DAF-FM DA. Préba je esterasou deacetylovana po vstupu do buriky.

S RNS reaguje sonda za vzniku fluorescen¢niho produktu DAF-FM 2T (ptepracovano z Kojima
etal., 1998).

Obr. 21: Fluorescen¢ni proba APF. Excita¢ni/emisni vinova délka je pfiblizné 490/515 nm
(pfevzato ze Setsukinai et al., 2003).
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Obr. 22: Reakce fluorescen¢nich sond APF a HPF. Po reakci s hROS (vysoce reaktivni
formy kysliku) se stava sloucenina siln¢ fluorescencni (pfevzato ze Setsukinai et al., 2003).
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Obr. 23: Specificka sonda DHE. Produktem reakce se superoxidem je 2-hydroxyethidium.
Excitace se pohybuje v rozmezi 500-530 nm; emise v rozmezi 590-620 nm (pievzato ze Zhao
et al., 2003).

6.4 Meéreni optické hustoty bunék

Meéfieni bylo provedeno spektrofotometricky. Do mikrodesticky bylo napipetovano 200
ul bundné suspenze. Poté byla na spektrofotometru Synergy'™ HT (BioTek
Instruments, USA) zmétena opticka hustota (OD) pti vinové délce 600 nm. Jako blank

bylo pouzito ekvilibraéni médium bunék. Méfeni bylo provadéno v duplikatu.

6.5 Stanoveni Zivotnosti bunécné suspenze tabaku

Zivotnost byla stanovena spektrofluorimetricky metodou vyuZivajici fluorescenéni
sondu fluorescein diacetat (FDA). Méteni bylo provadéno na mikrodesti¢kovém readeru
Synergy-HT. Ke 100 pl ekvilibrovanych bunék v mikrodesti¢ce bylo pfidano 5 pl
pracovniho roztoku (20 pl zasobniho roztoku FDA v 1 ml ekvilibra¢niho média) sondy
FDA o koncentraci 25 pg/ml. Thned po detekci signalu (excitace 490 nm, emise 514 nm)
byla mikrodesticka ponechana ve tmé pii 27 °C po dobu 10 minut. Poté byl signal
proméfen znovu. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu, jako blank bylo pouzito
ekvilibra¢ni médium bunék.

Zasobni roztok FDA: 5 mg FDA rozpusténo v 1 ml acetonu.

6.6 Stanoveni proteini metodou Bradfordové

Do jamky mikrodesticky bylo postupné pipetovano 45 pl destilované vody, 5 pl
standardu BSA nebo vzorku proteinu. Na zavér bylo ptfiddino 200 pl cinidla
Bradfordové, coz byl zasobni roztok Coomasie Blue fedény destilovanou vodou
v poméru 1:4 (zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue: 50 mg CBB G-250, 25 ml 95%
metanolu a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né). Desti¢ka byla protfepana a po dobu 10

minut se vyvijelo zbarveni. Stanoveni bylo provadéno v duplikatu, spektrofotometricky
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na readeru Synergy™ HT (BioTek Instruments, USA) pfi vlnové délce 595 nm. Pro

kalibraci byly pouzity standardy hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentra¢ni

fadé: 0,02 -0,08-0,1-0,16-0,2-0,4-0,6 - 0,8 a 1,0 mg/ml (Bradford, 1976).

6.7 SDS-PAGE

Elektroforeticka separace proteinti byla provedena v prostfedi dodecylsiranu sodného
(SDS), ktery se vaze na bilkoviny pomoci hydrofobni interakce a udili jim uniformni
naboj. Dochazi k migraci proteind k anodé¢, pficemz pohyblivost proteini je zavisla
na velikosti molekuly.

Elektroforéza byla provedena v 10% dé&licim a 4% zaostfovacim gelu (viz. Tab. 8).
Polymerace gelu byla zahajena ptidavkem 10% persiranu amonného (APS). Polymerace
obou gell probihala pfiblizné 30 minut. Po uplynuti doby polymerace byla skla s gely
vlozena do elektroforetické komiirky a zalita elektrodovym pufrem. Do jamek bylo
postupné pipetovano 5 pl markeru molekulové hmotnosti Protein-Ladder 10-250 kDa
(BioLabs), coz je smés dvanacti rekombinantnich, vysoce purifikovanych proteint,
které¢ déavaji jasné identifikovatelné bandy v rozmezi 10-250 kDa a jsou ptredbarveny
barvivem Coomassie Brilliant Blue R-250. Dale bylo do jamek pipetovano 20 pl vzorku
smichaného v poméru 1:1 se vzorkovacim pufrem a také ptisluSné mnoZzstvi standardu,
kterym byl rekombinantni protein GSNOR z Lactuca sativa o koncentraci 0,1 pg/ml;
0,3 ug/ml nebo v ptipadé detekce nitrovanych proteini NO»-BSA o koncentraci 0,05
pug/ml; 0,1 pg/ml a 0,3 ug/ml. D¢leni probihalo pfi konstantnim napéti 120 V po dobu

25 minut, poté pii konstantnim napéti 180 V, kdy separace probihala pfiblizné 45 minut.

Tab. 8: SloZeni zaostiovaciho a déliciho gelu. Mnozstvi je uvedeno pro 4 gely, 1,5 mm
spacery. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS H,O 15M 05M TEMED APS SDS
30%/0,8% Tris/HCI Tris/HCI 10% 10%
pH 8,8 pH 6,8
Délici 10% 9,9 12,3 7,5 - 0,03 0,3 0,3
Zaostfovaci 4 % 3,9 18,3 - 75 0,03 0,3 0,3
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Dalsi roztoky a pufry pouzité pro SDS-PAGE:

Vzorkovaci pufr: 0,125 M Tris/HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,02%
bromfenolova modt, 5% merkaptoethanol (pfidan az pred pouzitim v poméru 9:1 - (pufr
: 2-merkaptoethanol), pH pufru 6,8

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3

n-butanol: destilovanou vodou nasyceny v poméru 10:1 (n-butanol:voda)

Bio-Safe Coomasie Stain: komeréni pufr pro barveni polyakrylamidovych gelt

6.7.1 Priprava vzorku pro SDS-PAGE

Po centrifugaci (viz. bod 6.2.1) bylo 0,5 ml supernatantu pievedeno do Cisté zkumavky.
Z diivodii zakoncentrovani vzorkli byla provedena lyofilizace na pfistroji LyoVac.
Lyofilizace probihala vzdy ptes noc za pfitomnosti konstantniho vakua.

Lyofilizované vzorky byly rozpustény v 50 pl destilované vody a smichany 1:1 se
vzorkovacim pufrem (50 pl vzorku + 50 pl vzorkovaciho pufru). Nasledna inkubace
pti 100 °C probihala po dobu 10 minut, poté bylo 20 pl vzorku pipetovano do jamky
gelu.

V piipad¢ piipravy vzorkii pro precastované gely (NOVEX) se k rozpusténému
vzorku piidal Bolt™ LDS Sample Buffer (4x) a Bolt™ reducing agent (10x) dle
tabulky pfilozené k ndvodu od vyrobce. Maker molekulové hmotnosti byl pouzit
Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard (5 pl do jamky). Néasledovalo zahftati
vzorku 10 minut pii 70 °C. Elektroforéza poté probihala pfi napéti 165 V po dobu 45

minut v piitomnosti 1 x Bolt'™ MES Running Buffer.

6.8 Western-blot

Metoda Western blot je analytickou metodou pouzivanou pro detekci specifickych
proteini ve vzorku. Separované proteiny metodou SDS-PAGE byly pfeneseny
na nitrocelulosovou membranu, ve které byly zafixovany. Elektrotransfer proteinti byl
proveden s vyuzitim zatizeni Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad, USA), kdy ptenos probihal cca 2 hodiny pii konstantnim proudu 150 mA,
nebo zafizenim Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, USA), v tomto piipadé
se jedna o vysoce rychly a ucinny pfenos proteini na membranu po dobu 10 minut,
konstantnim jednosmérném proudu 1,3 A a napéti 25 V. Uspoiadani materialu
potiebného pro pienos bylo nasledujici: katoda — 2 x blotovaci papir — gel — membrana -
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2 x blotovaci papir — anoda, v§e pfedem namoceno né€kolik minut v blotovacim pufru
(0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20% (v/v) metanol, pH 8,3). Odstranéni ptipadnych
bublin bylo provedeno specidlnim valetkem. Uspé&$nost prenosu byla potvrzena
vizualizaci barvivem Ponceau S (0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova), které bylo

poté zpétné¢ vymyto destilovanou vodou.

Roztoky a pufry pro Western blot

5% nizkotu¢né susené mléko v 0,1 % TTBS

3% BSA Vv 0,1% TTBS

Blotovaci pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
TBS: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5

TTBS: 400 ml TBS, 400 pl Tween

Po uspéSném pienosu byla nitrocelulosovd membréana ponechina v blokovacim
roztoku (5% nizkotu¢né suSené mléko v 0,1% TTBS; v ptipad¢ detekce nitrovanych
proteint se jednalo o 3% BSA v 0,1% TTBS) po dobu minimalné 2 hodin. Pfi tomto
procesu dochdzi k zablokovani volnych mist na povrchu membrany tak, aby
v nasledujicich krocich nedochéazelo k nespecifickym interakcim mezi protilatkami
a matrici. Imunochemicka detekce nasledné probihala s vyuzitim primarnich
a sekundarnich protilatek, kdy se primarni protilatka vaze s vysokou specifitou na dany
protein. Po odstranéni nenavazané primarni protilatky opakovanym promytim
membrany nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou, kterd byla znacena napf.
alkalickou fosfatasou ¢i kfenovou peroxidasou.

V ptipadé detekce enzymu GSNOR ve vzorcich oSetfenych elicitiny byla jako
primarni protilatka pouzita polyklondlni AbGSNOR 1 (pfipravena imunizaci kralika
pfipravenou rekombinantni GSNOR), v pfipad¢ detekce nitrovanych proteinii byla
pouzita primarni protilatka anti-nitrotyrosin polyklonalni (krali¢i) (Sigma) (Tab. 9).
Inkubace s primarnimi protilatkami probihala vzdy pfes noc na tfepacce pro zvyseni
ucinnosti navazani. Nasledujici den byla membrana promyta roztokem TTBS tikrat
po dobu 30 minut. Poté nasledovala hodinova inkubace se sekundarni protilatkou
a nasledn¢ opétovné promyti roztokem TTBS tfikrat po dobu 30 minut. Primérni
1 sekundarni protilatky byly fedény do 5% nizkotu¢ného mléka v 0,1% TTBS; v ptipadé
detekce nitrovanych proteinti se jednalo o 3% BSA v 0,1% TTBS.
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Tab. 9: Pouzité primarni a sekundarni protilatky.

DetekO\fany Primarni Ab Redéni Sekundarni Ab Redéni
protein
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K vyhodnoceni v pfipadé pouziti sekundarni protilatky znacené alkalickou fosfatasou
byl pouzit chromogenni substrat NBT-BCIP. V tomto barvicim roztoku byla membréna
inkubovana maximaln¢ 10 minut do vyvinuti tmavé fialového zabarveni. Poté byla
membrana prenesena do destilované vody, nékolikrat promyta a vysusena. Nasledovalo
denzitometrické vyhodnoceni na pfistroji BioSpectrum 410 vybaveném citlivou
chlazenou CCD kamerou s napojenim na pocita¢ s programem VisionWorks pro sbér
a analyzu ziskanych obrazovych dat.

Vizualizace nitrovanych proteinli s navazanou sekundarni protildtkou znacenou
ktenovou peroxidasou (HRP) byla realizovana za pomoci chemikalie Luminol reagent
A a B (Santa Cruz). HRP katalyzuje oxidaci luminolu na 3-aminoftalat. Reakce je
doprovazena emisi svétla pii vinové délce 428 nm. V téchto roztocich smichanych vzdy
vpoméru 1:1 byla membrdna ponechana piiblizné¢ 4 minuty, néasledovalo vyvolani
ve fotografické komote za pomoci pfistroje s vyvojkou a ustalovacem na fotograficky
film (Kodak) s expozici 30 sekund az 2 minuty. Prace probihala vzdy za ptitomnosti
pouze Cerveného svétla. Sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidasou byly také
detekovany s vyuZitim chemikalie Luminata™ Forte Western HRP substrate
(Millipore). Inkubace v tomto piipad¢ trvala 5 minut.

Fotodokumentace spolu s vyhodnocenim byla nasledné provedena pfistrojem Gel
Doc EZ Imager (Bio-Rad,USA) za pouziti programu ImageLab 4.1 (Bio-Rad,USA).

6.9 Stanoveni nitrosylovanych proteini metodou Biotin-Switch

Metoda byla provedena na zdklad¢ Clanku Jaffrey a Snyder, 2001 s malymi zménami

dle ¢lanku Astier et al., 2012. K 0,3 g zamrazenych bun¢k (viz. bod 6.1) bylo ptidano

1,5 ml extrakéniho pufru (1% Triton-X, Complete Ultra Tablets Mini, EDTA-free,

EASY pack, v poméru 3 tablety/ 50 ml extrakéniho pufru). Bunky byly poté ponechany
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15 minut na ledu a 1 minutu Vv ultrazvukové lazni. Nasledné¢ byl homogenat
centrifugovan 20 minut pii 16 000g, teplota 4 °C.

Po centrifugaci prob¢hla v supernatantu kvantifikace proteinli metodou Bradfordové
(viz bod 6.6), minimalni koncentrace potiebna pro nasledujici experimenty byla 0,2
mg/ml). Ke vzorku byl dale pfiddn komer¢ni roztok MMTS (0,02 mM) a 2% SDS. Tato
smés byla inkubovéna po dobu 30 minut pti 50 °C v termobloku. Nésledn¢ byl ke smési
piidan 1 ml acetonu a vzorky byly pro lepsi precipitaci ponechany 30 minut pii -28 °C.
Vzorky byly poté centrifugovany 20 minut pii 16000 g a 4 °C. Proces promyvani byl
proveden dvakrat. Vysledny pelet byl vysuSen béhem 10 minut v lednici a poté byl
rozsuspendovan ve 100 pul HENS pufru (25 mM HEPES, 1 mM EDTA, 0,1 mM
Neocuproin, 1% SDS). Ke vzorkiim byl pfidan askorbat (I mM) a biotin-HPDP (1
mM). Inkubace probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byly vzorky smichany
s 1 ml acetonu a ponechany pies noc precipitovat pii -28 °C.

Druhy den byly vzorky opét dvakrat centrifugovany s pfidavkem 1 ml acetonu (20
minut, 16000 g, 4 °C) a vysledny pelet byl rozsuspendovan v 500 pl HENS pufru. Cast
vzorku (250 pl) byla odebrana a uchovana pro afinitni purifikaci, druhd polovina byla
smichéana se vzorkovacim pufrem (bez DTT a B-merkaptoethanolu). Elektroforéza byla
provedena dle bodu 6.8, marker molekulové hmotnosti byl pouzZit Precision Plus
Protein™ Dual Xtra Standard (Biorad) (5 ul do jamky). Transfer na nitrocelulosovou
membranu byl proveden dle bodu 6.8. Blokace probihala 2 hodiny v 1% mléku a 1%
BSA v TTBS. Nasledna inkubace s protilatkou (monoklondlni anti-biotin alkalicka
fofatasa, mysi) probihala ptes noc pii 4 °C.

Tteti den byla membrana Ctyfikrat promyta TTBS (4 x 30 minut) a detekce byla

provedena ptidavkem komercniho roztoku NBT-BCIP.

6.9.1 Afinitni purifikace

Cast vzorku (250 pl), ktera byla odebrana a uchovana (kapitola 6.9) byla piecisténa
afinitni purifikaci. Tato metoda funguje na principu interakce biotinu s avidinem, ktery
je obsazen v matrici. Nejdfive byla pfipravena matrice (High Capacity NeutrAvidin
Agarose Resin, Thermo Scientific, USA), na 250 ug proteinu ve vzorku bylo pouzito 35
ul matrice. K matrici bylo pfidano 70 pl neutraliza¢niho pufru (20 mM HEPES, 100
mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,5% Triton-X) a sm¢s byla centrifugovana 1 minutu pti 200 g
(2x). Supernatant byl vzdy odstranén. Poté bylo opét pfiddno 70 pl neutraliza¢niho

pufru a smés byla ponechdna 30 minut ve tm¢ na rotacni tfepacce kvili spravné
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ekvilibraci matrice. Smés byla poté znovu centrifugovdna a promyta 70 pul
neutraliza¢niho pufru. K takto ekvilibrované matrici bylo ptidano 250 pl pfipraveného
vzorku. Smés se hodinu inkubovala na rotacni tfepacce, poté byla centrifugovana (1
min, 200 g) a nasledné byl odstranén supernatant. Smés vzorku a matrice byla poté
¢tytikrat promyta 350 pl promyvaciho pufru (20 mM HEPES, 600 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,5% Triton-X). Po poslednim promyvacim cyklu byl odstranén supernatant
a smes byla eluovana ve 150 ul promyvaciho pufru a 70 ul elu¢niho pufru (20 mM
HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA + 7 ul B-merkaptoethanolu/1 ml eluéniho pufru),
ktery byl pfedem zahian v termobloku na 95 °C. Eluce probihala 20 minut za mirné¢ho
tfepani na kolonkach SigmaPrep ™ spin column (Sigma, Biorad). K takto pfipravenému
vzorku byl pfidan 1 ml chlazeného acetonu a smés byla ponechdna precipitovat pies noc
pfti -28 °C.

Druhy den byla smés centrifugovana 20 minut pii 14 000 g, pelet byl opatrné promyt
1 ml acetonu, znovu centrifugovana (20 minut, 14 000 g) a vysledny pelet byl
rozsuspendovan ve 20 pul HENS pufru. Nasledovala elektroforéza dle bodu 6.7. Gely
byly poté barveny pomoci barviciho roztoku (0,1% (w/v) CBB R-250 Coomasie Blue,
15% (v/v) CH3COOH, 45% (v/v) methanol) pfes noc.

Tteti den byly gely odbarveny pomoci odbarvovaciho roztoku (40% (v/v) methanol,
10% (v/v) CH3COOH). Bandy byly vyfiznuty pomoci ziletky a $picky pro dalsi

zpracovani a detekci pomoci hmotnostni spektrometrie.

6.10 lzolace a purifikace RNA z bunééného materialu

Izolace a purifikace mRNA probihala za pomoci NucleoSpin RNA plant kitu
(Macherey-Nagel). Zamrazené vzorky elicitovanych bunék tabaku (viz. 6.1) byly 10
minut ponechany v tekutém dusiku a nasledné rozdrceny v tfeci misce s tlouckem,
pfedem vSe oSetfeno ethanolem a ponechano také nékolik minut v tekutém dusiku.
Na analytickych vahach bylo navazeno 100-120 mg rozdrcenych bunék, které byly
pieneseny do nové Cisté zkumavky. K homogenizovanym bunikam bylo pfidano 350 pl
roztoku RA1 (lyzaéni pufr) a 3,5 pl p-merkaptoethanolu, nasledovalo prudké
vortexovani po dobu 1 minuty tak, aby doslo k co nejintenzivnéjSimu rozpadu bunck.
Poté bylo nutné lyzat zfiltrovat za pomoci specialniho filtru Space NucleoSpin po dobu
I minuty pii 11 000x g. Filtrat byl poté umistén do nové 2 ml zkumavky a vortexovan

s 350 ul ethanolu. Lyzat byl pfenesen na specidlni kolonu NucleoSpin RNA Plant
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Column a centrifugovan 30 sekund pii 8 000 g. Na kolonu se poté aplikovalo 350 pl
pufru MDB (Membrane desalting buffer), ktery membranu odsoluje a vysuSuje.
Nasledovala centrifugace 1 minutu pii 11 000 g. Pro spravné Stipani DNA se na stied
silikatové membrany kolony aplikovalo 95 ul reakéni smési DNasy (10 ul DNasy I a 90
pl reakéniho pufr pro DNasu). Tato smés byla inkubovana na kolonce pii pokojové
teplot¢ po dobu 15 minut. Nasledovalo promyti a vysuSeni silikdtové membrany,
nejprve 200 ul promyvaciho roztoku RA2, ktery inaktivuje DNasu (centrifugace 30 s
pii 8 000 g), poté 600 ul roztoku RA3 (centrifugace 30 s pti 8 000 g). Centrifugace
posledniho promyti 250 ul roztoku RA3 probihala 2 minuty pii 11 000 g. Po kazdém
kroku byla vyménéna sbérna zkumavka za novou. Vymyti vysoce ¢isté RNA probihalo
po piidavku 50 ul RNase-free vody centrifugaci 1 minutu pii 11 000 g. Z divoda
stability byla vyizolovand RNA uchovavana pii -80 °C.

6.10.1 Meéreni koncentrace RNA po izolaci

Stanoveni koncentrace RNA bylo provedeno spektrofotometricky s vyuZitim méfeni
pii vinovych délkach 260, 280 a 320 nm. M¢feni bylo provedeno na pfistroji Reader
Synergy HT (BioTek Instruments, USA) za pouziti programu Gen5, sloZka TakeSeason
3. Jako blank byla pouZzita RNase-free sterilni voda, ktera se pouzila na rozpusténi RNA
Vv poslednim kroku izolace. Koncentrace byla vypoctena na zéklad¢ predpokladu, Ze
roztok dsDNA o absorbanci 1 pii vinové délce 260 nm mé koncentraci 50 ng/ul,
pro ssDNA za danych podminek plati koncentrace 33 ng/ul, pro RNA 40 ng/ul. Objem
potiebny pro analyzu kazdé RNA byl 2 pl.

6.11 Reverzni transkripce

K prepisu genetické informace z mRNA do cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (Roche). Do mikrozkumavek byl postupné pipetovan 1 pl
Anchored-oligo (dT);s primeru a piislusny objem (koncentrace) vyizolované RNA tak,
aby kone¢ny objem po doplnéni sterilni vodou ¢inil 11,4 pl. Tato smés byla inkubovéana
10 minut pfi 65 °C v termostatu Bio-Rad. Poté se mikrozkumavky umistily ihned
do ledu. Ke smési bylo déle pipetovano 8,6 pl premixu slozeného ze 4 pl reakéniho
pufru, 0,5 pl protector RNase inhibitoru 40 U/ul, 2 ul smési deoxynukleotidii kazdy
o koncentraci 10 mM, 1 ul DTT 0,1 M a 1,1 pl reverzni transkriptasy o koncentraci 20
U/ul. Takto pfipravena smés byla inkubovana 30 minut pti 45 °C a poté 10 minut pii 85
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°C. Po inkubaci byly mikrozkumavky ptevedeny ihned do ledu. Ziskand cDNA byla

poté uchovana pfi -20 °C.

6.12 Kvantitativni polymerazova reakce

Kvantitativni polymerazova reakce (oznacovana jako Real-time PCR nebo qPCR)
umoziuje kvantifikaci sledovaného tuseku DNA, analyzu genové exprese. Metoda byla
provedena s vyuzitim interkala¢niho barviva SYBR Green 1. Pro piipravu reak¢éni smési
byl pouzit Absolute gPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Scientific, USA). Do jedné
reakce bylo pipetovano 10 pl Mixu (Thermo Scientific, USA), 1,75 ul forward primeru
(3 uM), 1,75 ul reverse primeru (3 uM), 4,5 ul sterilni vody a 2 ul cDNA ziskané
z ptedchoziho kroku reverzni transkripce. Samostatna reakce byla provedena v pfistroji
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systém (Bio-Rads) vyuzitim softwaru
Mx3000P.

PCR reakce probihala dle programu uvedeného v Tab. 10. Podle toho, ktery gen byl
praveé exprimovan, byla nastavena teplota navdzani primeri. V piipadé genu GSNOR,
AOS, End/Hel a PR-1a byla optimalni teplota 56 °C, u genit NADPH1 a 2, PAL a MYC 2
60 °C. House-keepingovy gen EF-1a mél optimalni teplotu nasednuti primerd 54 °C.

K ovéteni vzorki a detekci nespecifickych produktl byla vyuZita analyza kiivek tani
PCR produkt. Po probéhnuti real-time PCR software automaticky provedl analyzu
vzorkd a urCil hodnoty Ct pro jednotlivé vzorky. Vypocet exprese genil byl néasledné

proveden metodou 2",

Tab. 10: Nastaveni real-time PCR reakce v programu MxPro.

Teplota (°C) Cas Pocet cykli
Aktivace enzymu 95 15 min 1
Denaturace 95 15s 40
Navazani primeru 54-60 30s 40
Elongace 72 30s 40

Primery byly navrzeny dle programu Primer3. Sekvence genu byla zjisténa z databazi

(EMBL, GenBank). Sekvence primert jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Sekvence forward a reverse primeri pouZzitych pii PCR reakci.

Sledovany Forward primer (5°-3") Reverse primer (5°-3")
gen
GSNOR CCTCTGGTGATCGAGGATGT TCTCCTGGCTGAACCTCAGT
EF-la TGTGATGTTTTTGTTCGGTCTTT TCAAAAGAAAATGCAGACAGACT
AA CA
End/Hel AGAACTATAACTACGGGCCT AGGTTTTGGTGATTGAGGAG
AQOS CGGTTGTATACGAGGCTTTA TACCCGAATAACAATTCCCC
PR-1a GGGTCGATGAGAAACAGTAT CTCCATTGTTACACTGAACC
NtRBOHD 1 CATCAAAACAGCTAAGGACAC GTACACAATAGGGAGAGTTGGTA

AG GAC
NtRBOHD 2 AGATACCAAGGGAATTAAGAA GGCACCCATCAAAAGAGG
TGTG

PAL CTGTTGGTTCTGGTATGGCA TCAGTGAATTCGGGCTTTCC
MYC 2 GCATCAAGAGGTAGCAACGA GACTTCCCCGTGTTTGAACT

6.13 Statistické vyhodnoceni
Realizované experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich, pokud neni uvedeno
jinak. Vysledky jsou vyjadfeny jako primérnd hodnota + smérodatna odchylka.

Vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu Microsoft Excel 2010.
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