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Abstrakt

Enzym S-nitrosoglutahionreduktasa (GSNOR) fadici se mezi zinek-dependentni
alkohodehydrogenasy tridy III (EC 1.1.1.1), katalyzuje NADH-dependentni redukci
S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktery je zasobni a transportni formou oxidu dusnatého.
Jelikoz je GSNOR zodpovédna za kontrolu intracelularniho mnozstvi GSNO in vivo jevi
se jako kli¢ovy regulator rezistence po napadeni patogenem. V ramci experimentalni ¢asti
prezentované prace byl studovan vliv aplikace vybranych patogennich proteini
(elicitiny - oligandrin, kryptogein X24 a jeho mutantni formy L41F a V84F) na indukci
hypersenzitivni reakce souvisejici s nekrosou listli a zmény specifické aktivity GSNOR.
Latky byly aplikovany vzdy do pravé poloviny patého listu Nicotiana tabacum
cv. Samsung, zmény parametrii byly poté sledovany v obou polovinach listu. Vyznamné
zmény specifické aktivity spolu s vyraznou nekrotickou aktivitou byly zaznamenany
po aplikaci kryptogeinu X24 a jeho mutantni formy V84F. Tento trend byl pozorovan
i v ramci pilotnich experimentii detekce zmén hladiny GSNOR po aplikaci elicitinti
metodou Western blot. Byly stanoveny kinetické vlastnosti GSNOR z N. tabacum
cv. Samsung. Dale byl sledovan vliv aplikace modulatord hladiny reaktivnich forem
dusiku (RNS) (cPTIO, GSNO a inhibitor GSNOR N6022) soucasné s kryptogeinem X24,
ale i bez pritomnosti elicitinu. Studovana byla nekroticka odezva v pletivech listt, zmény
specifické aktivity GSNOR a byly provedeny pilotni experimenty detekce zmén hladiny
GSNOR metodou Western blot a histochemické detekce aktivity GSNOR.Vyraznéjsi
zvyseni specifické aktivity GSNOR bylo zaznamenano po aplikaci latek samotnych nez
po jejich sou€asné aplikaci s kryptogeinem X24. Nejintenzivngj$i nekrotickd aktivita byla
pozorovana po aplikaci lapace NO cPTIO v kombinaci s kryptogeinem X24. Ziskané
vysledky potvrzuji illohu RNS a zapojeni GSNOR v reakci rostlin na bioticky stres.
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Abstract

The enzyme S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) belongs among the zinc-
dependent alcohol dehydrogenase class 111 (EC 1.1.1.1). GSNOR catalyzes the NADH-
dependent reduction of S-nitrosoglutathione (GSNO), which is a storage and transport
form of nitric oxide. GSNOR is responsible for the regulation of intracellular GSNO
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CILE PRACE

r wr

I. Teoreticka Cast
Vypracovani literarni reSerSe na téma:
1. Uloha reaktivnich forem dusiku v obranném mechanismu rostlin se zaméfenim
na S-nitrosoglutathionreduktasu

2. Mechanismus pisobeni elicitind

I1. Experimentalni ¢ast
1. Studium vlivu aplikace vybranych elicitind do listi tabaku (Nicotiana tabacum
cv. Samsung) na:
a) aktivitu enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy, podilejicim se na
metabolismu reaktivnich forem dusiku
b) intenzitu nitrace proteint
2. Studium vlivu latek modulujicich hladinu reaktivnich forem dusiku (RNS) na:
a) ucinek elicitini v listech modelové rostliny tabaku (N. tabacum cv.
Samsung)
b) aktivitu enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy



1 UVOD

Oxid dusnaty (NO) a od néj odvozené intermediaty byly ptvodné povazovany pouze
za toxické molekuly a to do prilomového objevu ulohy NO jako endotelidlniho
relaxac¢niho faktoru (Ignarro et al., 1990). V zZivoéisnych systémech NO pusobi jako
neurotransmiter a podili se na regulaci imunologickych reakci, svalové relaxace,
spotieby kysliku a produkce respira¢ni energie (Gupta et al., 2011).

U rostlin se NO podili na fadé¢ bunécnych aktivit spojenych s ristem, vyvojem
a environmentalnimi interakcemi. Vyznamny a dobfe prostudovany je vliv NO
na kli¢eni, rist lateralnich kofent, kveteni i uzavirani praduchu. Dale je znama jeho role
v rostlinné hypersensitivni reakci vedouci k bunééné smrti a v mechanismu rezistence
vuci biotickému 1 abiotickému stresu (Leitner et al., 2009; Gupta et al., 2011). Reguluje
také aktivitu metakaspas, evoluéné konzervovanych proteas, které mohou byt tésné
spojeny s patogenem vyvolanou buné¢nou smrti (Hong et al., 2008). ZvySena hladina
NO mize mit vliv na signalizaci a to bud post-translacni modifikaci proteini
S-nitrosylaci cysteinovych residui proteinti, piipadné tyrosinovou nitraci nebo cestou
pres sekundarni posly napf. aktivaci guanylatcyklasy vedouci k produkei druhého posla
cyklického GMP (Leitner et al., 2009).

Oxid dusnaty ma velmi kratky poloc¢as Zivota (3-5s), proto dobie a rychle reaguje
za tvorby stabilnéjSich molekularnich sloucenin. Ptikladem mitize byt bioaktivni, stabilni
a mobilni adukt oxidu dusnatého nizkomolekularni S-nitrosothiol S-nitrosoglutahion
(GSNO), ktery mutze fungovat napf. jako antioxidant. Tim, ze enzym
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) redukuje S-nitrosoglutathion je zaroven
zodpovédna za kontrolu intracelularniho mnozstvi GSNO in vivo a jevi se proto jako
klicovy regulator rezistence po napadeni patogenem (Gupta et al., 2011; Kubienova
etal., 2013)

Uloha S-nitrosoglutathionreduktasy v ramci riiznych biologickych pochodi rostlin
vcetné rostlinnych obrannych reakci vSak stale neni zcela objasnéna a zistava
pfedmétem studia mnoha védeckych skupin. Proto je tato prace cilena na provéieni
vlivu napadeni patogenem simulovaném aplikaci elicitint a modulace hladiny

reaktivnich forem dusiku na hladinu a aktivitu GSNOR modelové rostliny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Oxid dusnaty a formy RNS

Oxid dusnaty je lipofilni diatomicky plyn s relativné malym Stokesovym polomérem,
coz mu v kombinaci s jeho neutralnim nabojem umoziuje rychlou difuzi membranami.
Tyto klicové vlastnosti z n¢j souhrnné tvoifi molekulu idealn¢ vhodnou pro bunécnou
signalizaci (Goretski a Hollocher, 1988).

Pfitomnost nepéarového elektronu u radikalu NO (NO°®) podporuje jeho vysokou
reaktivitu s kyslikem (O,), superoxidem (O3), pfechodnymi kovy a thioly, které z velké
casti formuji jeho funkce v buice. Odstranénim neparového elektronu se tvofi
nitrosoniovy kation (NO"), zatimco pfidanim elektronu se formuje nitroxylovy anion
(NO’). NO reaguje s O, za produkce fady riiznych oxidi dusiku, se superoxidem NO
rychle reaguje za vzniku peroxodusitanu (ONOQO), jedna se o spontanni neenzymovou
reakci. Peroxodusitan muze byt pfeménovan v reakci katalyzované peroxiredoxiny
(thiol-specificky antioxida¢ni protein, nazyvany také thioredoxinperoxidasa) na dusitan
(Leitner et al., 2009). S thioly reaguje za tvorby S-nitrosothiolti. NO muze také vazat
rizné hemoproteiny tvotici nitrosyl-Fe komplexy, napt. u zvifat hemguanylatcyklasy,

které tvoii cyklicky GMP, jsou kli¢ovym cilem NO (Obr. 1) (Lucas et al., 2000).

L-Arginin

NO Syntasal

NADPH-1
. oxidasa

?—@

Obr.1 Metabolismus oxidu dusnatého Vv zZivocisSnych bunikach. NO miZe reagovat
se superoxidovymi anioty za tvorby vysoce reaktivnich peroxodusitanovych ionti Tyto ionty
mohou zpisobit tyrosinovou nitraci (Tyr) vedouci k tvorbé 3-nitrotyrosinu (3-NT). NO mize
také interagovat s thioly jako je glutathion a tvofit S-nitrosothioly (RS-NO) nebo mize byt
metabolizovan na dusitan (NO,) nebo dusi¢nan (NOs). SOD vobrazku znadi
superoxiddismutasu a MPO myeloperoxidasu (upraveno dle Serrano et al., 2004).



2.1.1 Biosyntetické drahy a konverze NO

Velmi dobfe je prozkouména draha biosyntézy NO u zivocichi. NO je produkovéan
béhem konverze L-argininu na citrulin enzymovou rodinou synthas oxidu dusnatého
(NOS) (Palmer et al., 1993). Zivo¢isné NO synthasy vyzaduji fadu kli¢ovych kofaktort
jako je hemova skupina, FAD, FMN a tetrehydrobiopterin (Obr. 1).

NO syntetické drahy rostlin mohou byt klasifikovany jako oxida¢ni nebo redukcni
(Obr. 2). Mezi redukéni se fadi napt. biosyntéza NO pies nitratreduktasu (EC 1.7.1.1,
NR). Produkce NO z L-argininu nebo polyamini patii mezi oxida¢ni drahy biosyntézy.
Nedavno byla popsana také biosyntéza NO vyuzivajici jako substrat hydroxylamin
(Rimer et al., 2009; Gupta et al., 2011).

Redukéni draha Oxidaéni draha
Mitochondrialni elektronovy Hydroxylamin
transportni systém RNOH
NOgy NO,-
!Nitrétreduktasa? ? Citrulin
A\ Arginin

S
DN

Polyaminy

Neenzymova

(nizké pH, reduk¢ni podminky)

Obr. 2 Produkce NO v rostlinach. Jsou evidovany dvé drahy redukéni a oxidacni. Elektron
potfebny kredukci dusicnanu na dusitan miize poskytovat mitochondridlni elektronovy
transport. Ke vzniku NO dochazi v prostiedi snizkym pH nebo v reakci katalyzované
nitratreduktasou. Vychozimi slouCeninami pii vzniku NO v oxidaéni draze jsou arginin,
polyaminy a hydroxylamin (upraveno dle Moreau et al., 2010).

Primarnim substratem redukénich drah vedoucich k produkci NO a N,O je dusitan.
Dusitany jsou produkovany z dusi¢nant za katalyzy enzymu nitratreduktasy (Harper,
1981; Gupta et al., 2011). Nejlépe charakterizovanou drahou syntézy NO v rostlinach
je pravé NR draha, ktera je lokalizovana v cytosolu a primarné katalyzuje redukci
dusi¢nanii na dusitany pomoci NADH jako hlavniho donord elektront. Produkce NO
nitratreduktasou muze byt ovliviiovana riznymi parametry, napf. relativné nizkou
koncentraci dusitanti a vysokou koncentraci dusi¢nant (Rockel et al., 2002); zménou

pH v bunce, kdy jeho sniZzenim se aktivuje NR (Kaiser et al., 1995). Nitratreduktasou



zprostiedkovana produkce NO je indukovéna za fyziologickych podminek b&hem
vyvojovych procest, jako je kveteni nebo auxiny indukovany rast postrannich kofent,
dale pii ptisobeni ruznych biotickych a abiotickych stresovych faktord, napf. vlivem
elicitora produkovanych po napadeni rostlin houbovymi patogeny (Gupta et al., 2011).

V tad¢é publikaci je uvaddén jako mozny zdroj oxidu dusnatého enzym, podilejici
se na produkci NO z argininu, oznaCovany jako NOS-like enzym. Dosud nebyly
nalezeny rostlinné geny homologni k sav¢éi NOS. VétSina studii naznacujicich existenci
arginin-depedentni produkce NO v rostlinach je zalozena na inhibici tvorby NO
s vyuzitim argininovych analog s modifikovanym guanidinem (Delledone et al., 1998;
Durner et al., 1998). Nicméné experimenty na modelové rostliné Arabidopsis thaliana
ukazuji, Ze tato aktivita mize byt nespravné interpretovana, pokud neni pifimo ovétena
tvorba citrulinu (Tischner et al., 2007).

Neenzymova redukce dusi¢nanu byla prokazana napf. v apoplastu semen
a v kotenech (Obr. 3) (Bethke et al., 2004).

V rostlinach byly indentifikovany tfi zakladni drahy konverze NO (Obr. 3). NO
muze byt pohlcovano nesymbiotickymi hemoglobiny ( nsHB), dal$i moZnosti je reakce
oxidu dusnatého se superoxidem =za tvorby peroxodusitanu, ktery je posléze
detoxifikovan peroxiredoxiny (Prx). Tteti variantou je tranformace NO na GSNO

s naslednou degradaci enzymem GSNOR (Leitner et al., 2009).

Premény NO

Produkee NO

Obr. 3 Stézejni drahy biosyntézy a pfremény NO v rostlinach (upraveno dle Leitner etal.,
2009).



2.1.2 Nitrace tyrosinovych residui
Oxid dusnaty a superoxid reaguji rychle za vzniku oxida¢niho a nitraéniho ¢inidla
peroxodusitanu. Spolu s hemperoxidasou zprostiedkovavaji oxidaci a nitraci tyrosinu
(van der Vliet et al., 1997). Nitraci tyrosinu se snizuje pKa tyrosinu téméf o 3 jednotky
jednotky a zvySuje se hydrofobicita tyrosinu, coz muze vést ke ztraté funkce proteinu,
jak bylo prokazano v ptipadé S-nitrosoglutathionreduktasy nebo naopak muze nitrace
tyrosinového residua protein aktivovat (cytochrom c¢). Posun pKa ma rovnéz
za nasledek modulaci signalu jako je pokles fosforylace tyrosinu (Moreau et al., 2010).
Rostouci mnozstvi diikazu poukazuje, ze k nitraci tyrosinu dochazi u rostlin v reakci
na puasobeni biotickych a abiotickych stresovych faktori, kdy dochazi k sou¢asnému
uvolnéni NO a reaktivnich forem kysliku (ROS) (Moreau et al., 2010). Nitrace tyrosinu
mize byt molekularnim markerem nitrosativniho stresu v rostlinach, podobné jako

je tomu u zivodichd.

2.1.3 S-nitrosylace cysteinovych residui

V posledni dobé se fada vyzkumnych laboratofi zaméfila na studium regulace proteinti
S-nitrosylaci, ke které dochazi vreakci proteinu SNO nebo pienosem NO
Z nitrosothiolu na sulthydrylovou skupinu cysteinového residua, tzv. transnitrosylace
(Moreau et al., 2010).

U zivocichu a bakterii bylo prokazano, ze S-nitrosylace zprostiedkovana NO reguluje
enzymové aktivity, iontové kandly a aktivitu transkripénich faktord. Kromé toho
S-nitrosylace miize modifikovat bunéénou signalizaci tim, Ze ovliviiuje potenciél
protein-protein interakci (Hess et al., 2005).

UA. thaliana bylo identifikovano vice nez sto proteind, které jsou cilem
S-nitrosylace z toho Sestnact souvisi s hypersenzitivni reakci na patogen (Romero-
Puertas et al., 2008).

Piikladem regulace enzymové aktivity S-nitrosylaci v rostlinaich je piipad
peroxiredoxinu Il E, ktery je schopen degradovat peroxodusitan, coz je hlavni toxicka
slozka RNS v bunkach, zodpovédna za oxidaci lipidu a nitraci tyrosinu. S-nitrosylace
peroxiredoxinu Il E  inhibuje  peroxodusitanovou detoxifikacni  aktivitu, coz
ma za nasledek zvyseni produkce nitrotyrosinovych residui. S-nitrosylaci klicovych
komponent antioxida¢niho obranného systému, které funguji jako bézné spoustéce pro
ROS a NO zprosttedkované signalizacni reakce, reguluje NO efekt svych reaktivnich
forem (Moreau et al, 2010).



K nejznaméjs$im nizkomolekularnim S-nitrosothiolim se fadi S-nitrosoglutathion,
ktery vznika za anaerobnich podminek pfedevsim reakci tripeptidu glutathionu (y-Glu-
Cys-Gly, GSH) s RNS. Klicova funkce GSNO spoc¢iva v udrzovani fyziologické
hladiny celkovych nizko- a vysokomolekularnich S-nitrosothioli (Kubienova et al.,
2013).

2.2 Zakladni charakteristika S-nitrosoglutathionreduktasy
S-nitrosoglutathionreduktasa byla vzhledem ke své schopnosti katalyzovat NAD®
a glutathion-dependentni oxidaci formaldehydu pivodné oznacovana jako glutathion-
dependentni formaldehyddehydrogenasa (FADH, EC 1.2.1.1). Pozdé&ji vSak bylo
prokazano,

ze reak¢ni mechanismus nezahrnuje pfimo formaldehyd, ale jeho thioacetalovy adukt
S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH) vznikajici spontanni reakci formaldehydu
a GSH. Ztohoto divodu byl enzym od roku 2005 preklasifikovan
na S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasu (EC 1.1.1.284). Enzym tedy katalyzuje
oxidaci hydroxylové skupiny HMGSH na S-formylglutathion v pfitomnosti
katalytického zinku a NAD" jako koenzymu.

Dnes se za fyziologicky vyznamnéj§i povazuje S-nitrosoglutathionreduktasova
aktivita, kdy enzym katalyzuje NADH-dependentni redukci S-nitrosogluthathionu
na rizné produkty v zdvislosti na bunécnych podminkach, vcetné¢ oxidovaného
glutathionu, glutathiondisulfidu, glutathionsulfinamidu, hydroxyl aminu a amoniaku
(Obr. 4). Proto je v soucasné védecké literatute nejcastéji pouzivanym nazvem enzymu
S-nitrosoglutathionreduktasa, tento ndzev vsSak zatim nebyl schvéilen Mezinarodni
komisi pro biochemii a molekularni biologii NC-ITUBMB (Nomenclature Committee
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology). Systematicky
nazev enzymu je S-(hydroxymethyl)glutathion:NAD oxidoreduktasa (Jensen et al.,
1998; Leterrier et al., 2011).
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Obr. 4 Reakce katalyzované S-nitrosoglutathionreduktasou. (A) Dehydrogenasova reakce,
oxidace S-(hydroxymethyl)glutathionu na S-formylglutathion pomoci koenzymu NAD®.
(B) Reduktasova reakce, redukce S-nitrosoglutathionu na nestabilni N-hydroxylsulfinamidovy
intermediat (GSNHOH), ktery je citlivy na nukleofilni atak glutathionu vedouci
k hydroxylaminu (NH,OH) a glutathiondisulfidu (GSSG). GSNHOH miize spontanné pfeménit
na glutathionsulfinamid (GSONH,). Za acidickych podminek je glutahionsulfinamid
hydrolyzovan na glutathionsulfinovou kyselinu (GSOOH) a amoniak. Koncovy produkt
je zavisly na koncentraci GSH (pfevzato z Kubienova et al., 2013).

2.2.1 Struktura a substratova specifita S-nitrosoglutathionreduktasy
GSNOR je cytosolarni enzym homodimerni struktury obsahujici dvé 40 kDa
podjednotky, ktery se fadi do skupiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tfidy
Il (ADH3, EC 1.1.1.1).

Monomerni jednotka GSNOR obsahuje velkou katalytickou doménu se dvéma atomy
zinku a koenzym-vazajici doménu (Obr. 5). Na katalyze se podili pouze jeden atom
zinku, druhy ma strukturni funkci. Katalyticky ion zinku je vazan Cysl77 a Cys47,
His69 a bud’ Glu70 nebo vodou (hydroxidovy anion) (Sanghani et al., 2002a). Tento
zinkovy ion funguje jako Lewisova kyselina a aktivuje alkoholy a jiné substraty béhem
katalyzy tak, ze koordinuje shydroxylovymi a karbonylovymi skupinami substrati
a vlastni aktivace probéhne hydridovym transferem. Druhy zinek ma pouze strukturni
funkci a je vazan ¢tyimi cysteiny Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113. Ve ttidé ADH I

jsou katalyticky zinek i strukturdlni zinek zpravidla vazany podobnym zptsobem jako



ADH III. Hlavnim rozdilem je, ze Glu70 nevykazuje zadnou interakci s katalytickym
atomem zinku ADH1 (Kubienova et al., 2013).

His69

His69

Obr.5 Krystalova struktura rostlinné GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur
(SIGSNOR). (A) Struktura SIGSNOR vV pritomnosti NAD". Katalyticki doména je znacena
¢erné, doména vézajici koenzym svétle hnédé. Koenzym NAD" (Zluté - atomy uhliku, ¢ervena -
atomy kysliku, modra - atomy dusiku) a atomy zinku (zeleng) jsou znazornény kulickami.
(B) Koordinace atomu zinku ve struktufe apoenzymu. (C) Binarni komplex zinku s koenzymem
NAD®*. Molekula vody v aktivnim misté je znizornéna Cervenymi kuli¢kami (pievzato
z Kubienova et al., 2013).

SIGSNOR je homodimer (81,085 kDa), jehoz vstupy do obou aktivnich mist se nachazi
na jedné stran¢ dimeru, zatimco ob¢ mista vazajici koenzym lezi na prot&jsi strané
dimeru. Katalytickd doména obsahuje residua 1-177 a 327-379 (SIGSNOR ¢islovani
véetné methioninu). Mensi NAD" vézajici Rossmann@iv ohyb obsahuje residua 178-326
a tvofi vyznamnou ¢ast rozhranni podjednotky. Obé koenzym vézajici domény jsou
orientovany takovym zpisobem, Ze Sest B-listl kazdé domény tvofi dvanact prvkl
pseudokontinualniho B-listu (Kubienova et al., 2013).

V porovnani s dobfe charakterizovanou lidskou GSNOR (hGSNOR), rostlinna
GSNOR vykazuje rozdilné slozeni anion-vazebné kapsy, kterd negativné ovlivituje

afinitu karboxylové skupiny w-hydroxymastné kyseliny. Aktivni misto je vysoce



evoluéné zachované u SIGSNOR i hGSNOR a lezi ve velké §térbin¢ mezi katalytickou
a koenzym vézajici doménou. RajCatovd a jiné rostlinné GSNOR jsou o pét
aminokyselin delsi nez hGSNOR a obsahuji navic dvé N-terminalni a dvé C-terminalni
rezidua (Kubienova et al., 2013).

V souvislosti se substratovou specifitou residua 53-59 a 113-120 hGSNOR jsou
umisténa mimo katalytickou S$térbinu, ¢imz se zvétSuje aktivni misto a tvoii se Sirsi
vstup do substrat-vazajici kapsy (Yang et al., 1997) z tohoto divodu se do aktivniho
mista hiife vazi alifatické alkoholy s kratkym fetézcem jako je ethanol nebo propanol,
ale mohou se zde vazat vétsi substraty, jako jsou adukty GSH (HMGSH, GSNO),
alkoholy se stiedné dlouhym fetézcem (cinnamylalkohol, geraniol, farnesol), aldehydy
a o-hydroxy-mastné kyseliny. Tyto vazebné vlastnosti hGSNOR jsou spolecné
rostlinnym GSNOR. Argll4 poskytuje pozitivni naboj v substrat-vazajici kapse
a usnadiiuje vadzani a spravnou orientaci negativné nabitych substratt, aktivatort
a inhibitortd. Argll4 a aktivni misto zinku a v mensi mife i residua Thr46, Asp5S5,
Glu57 jsou zodpovédné za ucinnou vazbu HMGSH. S nejvétsi pravdépodobnosti, stejna
residua jsou zodpovédna za vazbu GSNO (Sanghani et al., 2002b; Staab et al., 2008).

SIGSNOR cDNA o velikosti 1140 bp, koduje protein o 379 AMK s piedpokladanou
molekulovou hmotnosti 42,5 kDa. Bioinformaticka analyza SIGSNOR vykazuje 98%
sekvenéni identitu s GSNOR z N. atenuata , 90% s dalsim rostlinnymi GSNOR
z A. thaliana a Zea mays, 67% identitu shGSNOR a 61% identitu s GSNOR

ze Saccharomyces cerevisiae (Obr. 6, 7) (Diaz et al., 2003; Kubienova et al., 2013).
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Obr. 6 Srovnani aminokyselinovych sekvenci enzymi GSNOR ze S. lycopersicum, A. thaliana,
H. sapiens a kvasinky S. cerevisiae. Identické aminokyseliny jsou znaceny &erné, podobné
aminokyseliny jsou znageny Sed&. Ctyfi cysteiny Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113 vazajici
strukturni zinek jsou Cervené. Cys177 a Cys47, His69 a Glu70 zapojené ve vazbé¢ HMGSH jsou
modie a residua tvofici tzv. anion-vazebnou kapsu jsou fialové (pfevzato z Kubienova et al.,

2013).
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Obr. 7 Srovnani aminokyselinovych sekvenci enzymi GSNOR ze N. attenuata,
S. lycopersicum a A. thaliana. Identické aminokyseliny jsou znaceny cCerné (prevzato
z Wiinsche et al., 2011)
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2.2.2 Funkce S-nitrosoglutathionreduktasy

U rostlin hraje GSNOR dilezitou roli v reakci na pusobeni biotickych a abiotickych
stresovych faktord, Vv rezistenci viéi bakterialnim nebo houbovym patogentim, coz bylo
demonstrovano u rostlin tabaku (Nicotiana spp.) a huseni¢cku Thalova (A. thaliana)
(Sakamoto et al., 2002; Corpas et al. 2008; Lee et al., 2008; Letterier et al., 2011;
Wiinsche et al., 2011; Airaki et al., 2012; Barosso et al., 2013). Enzym byl studovan
také v jinych rostlinach, jako jsou brukev zelna (Brassica oleracea) hrach sety (Pisum
sativum), kukufice seta (Zea mays), locika (Lactuca spp.), olivovnik evropsky (Olea
europaea), paprika roéni (Capsicum annuum), petunie (Petunia hybrida), rajéata
(Solanum spp.), réva vinna (Vitis vinifera), ryze seta (Oraza sativa), slunecnice rocni
(Helianthus annuus), so6ja lustinata (Glycine max) a zelenec chocholaty (Chlorophytum
comosum) (Giese et al., 1994; Dolferus et al., 1997; Garabagi a Strommer, 2004;
Barroso et al., 2006; Valderrama et al., 2007; Tesniere a Abbal, 2009; Chaki et al.,
2011, Kubienova et al., 2013). GSNOR z N. attenuata hraje dalezitou roli i v reakci na
poranéni a v rostlinné obranné reakci proti skudci Manduca sexta. (Wiinsche et al.,
2011).

GSNOR reguluje hladinu NO, nasledné pak produkci kyseliny jasmonové, ethylenu
a kyseliny salicylové, dulezitych fytohormond, které reguluji ¢innost a hladiny dalSich
rostlinnych obrannych latek, napt. aktivaci mitogen-aktivovanych proteinovych kinas,
kyselinou salicylovou indukované proteinkinasy ¢i  poranénim indukované
proteinkinasy (Wiinsche et al., 2011). Bylo také prokazano, ze GSNOR je nezbytna
u kvasinek, rostlin a savci v indukci ochrany bunék proti nitrosativnimu stresu (Liu
et al., 2001; Valderrama et al., 2007; Letterier et al., 2011).

Prevladajici GSNOR aktivita nad FADH aktivitou naznacuje, Ze hlavni roli tohoto
enzymu je spiSe kontrola hladiny GSNO nez detoxifikace endogenniho
a exogenniho formaldehydu v zZivych bunkach (Liu et al., 2001).

GSNOR je nyni povazovan za klicovy regulator bunééné NO homeostazy.
Redukuje intenzitu S-nitrosylace proteinii metabolizaci GSNO a snizenim hladiny NO
(Obr. 8). Snizeni GSNOR aktivity vede k akumulaci S-nitrosothiolti (Liu et al., 2001;
Feechan et al., 2005) Reakce katalyzovana GSNOR ovliviiuje rovnovahu GSH
a NADH, a tak se nepiimo podili na buné¢ném redoxnim stavu (Letterier et al., 2011)
GSNOR zprosttedkovana redukce GSNO je fizena dostupnosti NADH a jeho zvySena
intracelularni hladina pravdépodobné spousti GSNO redukci (Staab et al., 2008).
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Obr. 8 Schématicky model metabolismu GSNO v rostlinnych burikach a jeho regulace
GSNOR. NO reaguje sredukovanym glutathionem v pfitomnosti O, za tvorby
S-nitrosoglutathionu. Tento metabolit muze byt pfeménén GSNOR procesem NADH-
dependentni denitrosylace na oxidovany glutathion (GSSG) a NHz;. GSNO mize byt také
v pfitomnosti reduktantil, jako je glutathion a askorbat nebo Cu® pfeménén na NO a GSSG.
Nebo procesem transnitrosylace GSNO muze GSNO ptrenést NO na cysteinova residua
proteint, coz je proces post-translaéni modifikace proteind tzv. S-nitrosylace (upraveno dle
Leterrier et al., 2011).

2.2.3 Lokalizace GSNOR a uloha GSNOR v reakci na rostlinny stres
GSNOR je lokalizovana piedev§im Vv cytosolu floémovych pravodnich bunék
a v xylémovém parenchymu (Espunya et al., 2006; Vlot et al., 2008). Jeji ptitomnost
byla prokazana v jadie i peroxisomech (Fernandez et al., 2003; Reumann et al., 2007).
Pritomnost GSNOR v jadfe miize regulovat lokalni hladiny GSNO a chranit geneticky
material pfed NO-indukovanym poskozenim (Fernandez et al., 2003).

Analyzou genové exprese GSNOR u S. lycopersicum cv. Amateur bylo prokazano vyssi
zastoupeni GSNOR v kofenech a stoncich ve srovnani slisty u mladych rostlin
a vysoka exprese v reprodukénich organech naznacujici vyznam GSNOR pro rozvoj
kvétu i plodu (Kubienova et al., 2013).

U A. thaliana je aktivita GSNOR redukovana nasledné po zranéni, aplikaci
jasmonatu vSak dochdzi k jeji indukci. Jasmonat u rostlin tabaku vyvolal pokles hladiny
I aktivity GSNOR, naopak zvyseni aktivity GSNOR bylo detekovano pusobenim
kyseliny salicylové (Diaz et al., 2003). Indukce aktivity GSNOR byla zaznamenana

v piipadé biotického stresu u hrachu a vlivem snizeni teploty u listd papriky (Corpas
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et al., 2008; Airaki et al., 2012). Rostliny A. thaliana se snizenou hladinou GSNOR
(ziskané antisence strategii) vykazuji vyrazné zvySené hladiny NO, dusi¢nand
a S-nitrososlouc¢enin (Feechan et al., 2005; Lee et al., 2008) a vyss§i rezistenci
k patogenu Peronospora parasitica (Resterucci et al., 2007). GSNOR-silenced rostliny
tabdku maji zvySenou néachylnost vici ataku Skiidcti a snizenou $ktdci indukovanou
akumulaci kyseliny jasmonové a ethylenu. (Wiinsche et al., 2011). SniZzena aktivita
GSNOR byla zaznamenéna po infekci padlim u rezistentniho kultivaru slune¢nice
(Chaki et al., 2009). Vyznamny rozdil nebyl pozorovan v bazalni rezistenci k virulentni
i avirulentni Pseudomonas u kontrolnich rostlin (wild type) ani u GSNOR knockout
mutantl A. thaliana (Holzmeister et al., 2011). Snizena exprese GSNOR a nizsi
enzymova aktivita byla detekovana po mechanickém poskozeni napf. u A. thaliana
(Diaz et al., 2003) nebo u slunecnice, kdy poranéni hypokotylt vede ke zvySeni obsahu
S-nitrosothiolit a snizeni hladiny proteinu GSNOR (Chaki et al., 2011). Kontinualni
a neregulovana zvysSena exprese GSNOR A. thaliana brani normalnim pfirastkim
produkce S-nitrosothioli po poranéni a napadeni patogenem, zatimco sniZzena exprese
GSNOR pouzitim antisense konstrukti za stejnych podminek usnadiiuje jejich
hromadéni (Resterucci et al., 2007).

Rostliny postradajici GSNOR  aktivitu maji  vy$§i mnoZstvi dusi¢nanti
a nitrososlouc¢enin. Tyto rostliny jsou poté ohroZeny teplotnimi stresy, nerostou
na zivnych ptudach a vykazuji oslabené obranné reakce, zatimco rostliny se zvySenou
aktivitou GSNOR jsou vice odolné vuci virulentnim a mikrobidlnim patogentim
(Feechan et al., 2005). Aktivita GSNOR v téchto rostlinach piimo koreluje s akumulaci
kyseliny salicylové, kritického signalu odolnosti vi¢i chorobam, a s expresi s obranou
spojen¢ho genu, patogenesis related protein 1 (PR-1). GSNO se salicylatem ovliviuje
synergicky aktivaci systemove ziskané rezistence (Resterucci et al., 2007). GSNOR
také pozitivné kontroluje rostlinou imunitu k Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000, Blumeria gramini a Hyaloperonospora parasitica (Feechan et al., 2005).

A. thaliana se snizenou expresi GSNOR vykazuje zvySenou bazalni odolnost vici
Hyaloperonospora arabidopsis, coz koreluje s vysSsi hladinou intracelularnich
S-nitrosothioltt a konstitutivni aktivaci PR-1 (Resterucci et al., 2007). Systémové
ziskana rezistence byla naruSena u rostlin se zvySenou expresi GSNOR. Hladiny
S-nitrosothiold v rostlindch naznacuji, ze S-nitrosylace je dilezitym krokem redox-
dependentniho regulacniho mechanismu rostlin stejné jako u zivo€icht. S-nitrosylované

proteiny jsou Vv dynamické rovnovaze s denitrosylovanymi proteiny z velké casti
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v disledku ptsobeni tripeptidu glutathionu (Liu et al., 2001), coz je antioxidant
reagujici s S-nitrosothioly za tvorby S-nitrosogluthationu (Obr. 9).

Mobilni signal (GSNO,

Rozpoznani patogenii S-nitrosylované proteiny)
f \
\
GSNOR / =
NOS  GSSG / GSNOR /~ GSSG
v GSH - -
NADPH N U / GsH NO =" GSNO =———" SNOs
oxidasa NO =" GSNO =—" SNO3

- ?
v
H,0, Redoxni Redoxné zaloZené
= SA regulaéni mechanismy

cGMpP; S / (obrana rostlin,
2+ draha ethylenu...)

HR ’ i NPRU/TGA

SAR

| Obranné geny (PR) | Infikované misto Neinfikované misto

Obr. 9 Hypoteticky model ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy v obranné reakci rostlin v misté
infekce patogenem a systémové ziskané rezistenci ve vzdalenych ¢astech rostliny. Rozpoznani
patogentl je nasledovano zvysenou produkci NO, ROS (H,0,, O%) a kyseliny salicylové (SA),
ktera synergicky indukuje hypersenzitivni reakci (HR) a dalsi obranné reakce na urovni genové
exprese. GSNOR reguluje intracelularni hladiny GSNO a S-nitrosothiolti. SniZeni jeji aktivity
vyvola zvySeni intracelularni hladiny S-nitrosothiold (SNO) a tim i posileni lokalni ale
i systémové rezistence rostliny vici patogenu (upraveno dle Rusterucci et al., 2007)

Obecné plati, Ze GSH slouzi jako hlavni nizkomolekularni bunéény antioxidant a pisobi
jako nezavisla redoxni signalni molekula. Poruchy biosyntézy GSH vedou ke zvySeni
rostlinné citlivosti k patogeniim. Elicitory oSetfené epidermalni bunky tabdku mély
za nasledek zvySeni hladiny NO v nékolika bunéénych kompartmentech vcetné cytosolu
a chloroplastli rostlinnych bunék, z nichZ oba maji biosyntetické drdhy pro tvorbu
glutathionu, a proto obsahuji vysoké hladiny neproteinovych thiolti. Protoze glutathion
je primarni cil NO, tato pozorovani naznacuji, ze GSNO je tvofeno v cytosolu

i v chloroplastech (Sakamoto et al., 2002; Kubienova et al., 2013).

2.3 Elicitiny
Elicitiny jsou malé, vysoce konzervativni rodiny extracelularnich proteind
vylu¢ovanych zastupci oomycet, zejména rod Phytophthora a Pythium (Kamoun et al.,
1994; Huet et al., 1995).

Elicitiny jsou sloZzeny z 98 aminokyselin uspotadanych ve struktuie péti a-helixt
a jednoho B-listu tvoficich unikatni ohyb, s hydrofobni kavitou umisténou v jadie

proteinu propojenou s povrchem tunelem (Yu, 1995). Ve struktufe elicitinti
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se nenachdzi arginin, histidin a tryptofan a naopak obsahuji vysoky podil alaninu,
threoninu, serinu a leucinu.

Elicitiny lze na zakladé hodnoty izoelektrického bodu (pI) rozdélit na a-elicitiny
s pI<7, které maji hydrofobni valin na 13 pozici a B-elicitiny pl>7 s lysinovym nebo
threoninovy residuem na 13 pozici (Huet et al. 1993; 1994, Odonohue et al., 1995).
Aminokyselina v 13. pozici elicitinu je klicovym determinantem nekrotické aktivity
(Pleskova et al., 2011). a-elicitiny jsou vice aktivni v indukci systémové ziskané
rezistence, zatimco p-elicitiny jsou vice aktivni v indukci hypersenzitivni reakce
(Nespoulos et al., 1992; Huet et al., 1994;). B-elicitiny zptsobuji nekrosu
v koncentracich v fadech nmol-17, o— elicitiny v fadech pmol-I™.

Geny kodujici elicitiny neobsahuji introny, proto je mozné tyto proteiny exprimovat
ptimo z genomické DNA. Diky této vlastnosti 1ze v bakterialnich expresnich systémech
vyuzit techniky fizené mutageneze za Ucelem zamény vybranych aminokyselin pro
naslednou identifikaci jejich zasadnich vlastnosti modulujicich biologickou aktivitu
daného elicitinu (Kamoun et al., 1993a; Dokladal et al., 2012).

Elicitiny indukuji bunéénou smrt, nekrosu tkani a systémové ziskanou rezistenci
u vybranych druhi rostlin patficich do rodiny Solenaceae a Cruciferae v mnozstvi
mensim nez nmol-1? na g Cerstvé vahy (FW) (Bonnet et al., 1986; Kamoun et al.,
1993b).

2.3.1 Kryptogein
Mezi nejcastéji studované elicitiny patii kryptogein. Jedna se o proteinovy elicitor, ktery
vedle schopnosti aktivovat obranné reakce rostlin, vykazuje vlastnosti sterol
pfenasejicich proteind. Tento asi 10 kDa velky globularni protein je pfirozené
sekretovany fytopatogenem Phytophthora cryptogea, zpusobujici nekrosu listi tabaku
(N. tabacum L. cv. Xanthi) (Lebrun-Garcia et al., 1999). Trojrozméra struktura
kryptogeinu je slozena z péti a-helixi a dvoutetézcového B-listu lemujiciho m-smycku.
Jeden okraj B-listu a pfilehld strana -smycky tvoii hydrofobni kavitu soustfedénou
kolem tyrosinu 78 (Obr. 10). Kavita je tvofena vysoce konzervativnimi
aminokyselinami tvoficimi vazebné misto pro steroly a mastné kyseliny. Struktura
obsahuje tfi disulfidové miustky (Cys3-Cys71, Cys27-Cys56, Cys51-Cys95) (Fefeu
et al., 1997, Ponchet et al., 1999).

Kryptogein ma izoelektricky bod 8,5, fadi se proto mezi nekrotizujici bazické

B-elicitiny, které maji v poloze 13 bazickou aminokyselinu lysin a jsou ucéinné jiz
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v koncentraci nmol-I*. Jako vsechny elicitiny kryptogein nevykazuje proteasovou,
B-glukanasovou, fosfolipasovou ani jinou enzymatickou aktivitu (Lochman et al.,
2005).

ol o2 Q loop o3

— NN — ™ ~«RR
H Il N I IS N
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Obr. 10 Dvojrozmérna struktura kryptogeinu. Residua zachovana v ramci elicitinové rodiny
jsou modra, variabilni rezidua jsou rtzova, dva neménné Useky se nachazeji v w-smycce,
antiparalelni dvoutetezcovy B-list (B1-p2). S nekrotickou aktivitou souvisejici Lys 13 je oznacen
zluté (ptevzato z Boissy et al., 1996).

2.3.1.1 Mechanismus piisobeni kryptogeinu

Biologicka aktivita kryptogeinu je spojena s jeho schopnosti vazat steroly. Navazani
sterolu do kavity proteinu muze vyvolat konformaéni zmény nezbytné pro vazbu
elicitinu do receptoru. Kryptogein je protein schopny nespecificky véazat a pfenaset
steroly i mastné kyseliny (Obr. 11). Komplex elicitin-sterol po vazbé k receptoru, coz
je N-glykosylovany heterodimerni protein s podjednotkami 162 a 59 kDa, ktery
je umistén na cytoplasmatické membran¢, indukuje fyziologickou reakci (Osman et al.,

2001; Lochman et al., 2005).

Obr. 11 Molekuly mastnych kyselin ukotvené v kavité kryptogeinu. Nasycené mastné kyseliny
jsou znaceny zlut¢ (18 molekul) a nenasycené jsou znaceny cervené (11 molekul). Aktivni misto
je reprezentovano molekularnim povrchem s vybranymi znacenymi aminokyselinami. (pfevzato
z Dobes et al., 2004).
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Rozpoznani kryptogeinu receptorem vede k aktivaci proteinkinas nebo inhibici fosfatas,
které aktivuji extracelularni piisun Ca?*. Nasledn& dochazi k produkci ROS, aktivaci
dvou homologl mitogen aktivovanych proteini s podobnou molekulovou hmotnosti 46
a 50 kDa , odtoku aniontti (NOs’, CI") a depolarizaci plasmatické membrany, inhibici
importu glukosy, depolymerizaci mikrotubuld a ptipadné i k inhibici H*-ATPasy.
Proteinkinasova aktivace spousti tvorbu NO.

Superoxidové ionty jsou generovany NADPH oxidasou, kterd vyzaduje NADPH
z pentosafosfatové drahy. Dochazi ke snizeni pH cytosolu, tim alkalizaci
extracelularniho prostoru a aktivaci mitogen aktivovanych proteinkinas, ktera
je nezavisla na produkci ROS a NO. Superoxidové ionty jSou pieménovany
superoxiddismutasou na H,O,, ktery indukuje nasledny piisun extracelularniho Ca?"
do buiiky a tim i zvySeni hladiny Ca** v cytosolu i jadie. Ke zvySeni hladiny Ca?*
v cytosolu dochazi dale v disledku uvolndni Ca®* z intracelularnich zasobaren vlivem
inositoltrifosfatu a cyklickou adenosindifosforibosou regulovanych kanalt. Hladina
ca’t v jadie zavisi na inositoltrifosfat-dependentnich vapenatych kanalech. Produkce
cyklické adenosindifosforibosy je regulovana hladinou NO (Durner et al., 1998).
V disledku depolarizace plasmatické membrany dochazi ke snizeni koncentrace
K* v burice, k inhibici importu aminokyseliny valin a nasledné k bun&éné smrti.

Elicitiny indukovana transdukce signalnich drah vede k posileni bunéénych stén,
tvorbé antimikrobialnich metabolitii (fytoalexint pf. kapsidiol), (PR) proteinti a enzymu
ochranujicich pred oxidativnim stresem, lignifikaci ¢i hypersenzitivni reakci vcetné
bunécné nekrosy a mize to vést i k systematicky ziskané rezistenci (Obr. 12) (Lebrun-

Garcia et al., 1999; Garcia-Brugger et al., 2006).
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Obr.12 Schéma kryptogeinem indukované signalni transdukce. Vysvétlivky: cyklicka
adenosindifosforibosa (cADPR), fosfatasa (PP), glukosa (Glc), inositoltrifosfat (IP3), mitogen
aktivovana proteinkinasa (MAPK), proteinkinasa (PK), superoxiddismutasa (SOD) (upraveno
dle z Garcia-Brugger et al., 2006).

2.3.1.2 Mutantni formy kryptogeinu

Kryptogein X24, oznacovany jako wild-type (WT), i jeho mutantni formy byly
produkovany eukaryotickym expresnim systémem Pichia pastoris. Mutantni formy byly
pfipraveny fizenou mutaci, zamétenou zejména na hydrofobni kavitu elicitin, kam
se mohou vazat steroly a fosfolipidy (Tab. 1).

Kryptogein X24 s molekulovou hmotnosti 10,386 kDa se od piirozené formy
kryptogeinu 1i8i pfitomnosti sekvence EAEA na N-konci molekuly. Tato sekvence ma
signalni funkci a pfi sekreci nedochazi k jejimu odStépeni.

Mutant V84F byl pfipraven zaménou valinu na 84 pozici za fenylalanin, molekulova
hmotnost je 10,433 kDa. Proti X24 ma podstatné snizenou schopnost vazat a pienaset
steroly, v aktivaci produkce ROS je téméf stejné efektivni jako X24, zpusobuje sice
mensi nekrosy ale indukuje pfiblizné€ stejnou rezistenci.

Mutantni forma L41F ma molekulovou hmotnost 10,418 kDa. Pfipravena byla
zaménou malé nepoldrni aminokyseliny leucinu za objemnéj$i hydrofobni

aminokyselinu fenylalanin na pozici 41, vykazuje proti X24 mensi pokles pfenosu
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a vazby sterold, na polovinu snizenou schopnost aktivace tvorby ROS, minimalni
tvorbu nekros a nevyvolava indukei rezistence.

Dvojity mutant L41F/V84F s molekulovou hmotnosti 10,467 kDa byl piipraven
kombinaci obou pfedchozich zamén. Nema téméi zadnou schopnost pienaset a vazat
steroly, ale je schopen ptenosu fosfolipidi. Neaktivuje produkci ROS, vykazuje
minimalni tvorbu nekros a nulovou indukci rezistence ve srovnani s kryptogeinem X24
(Dokladal et al., 2012).

L41F a L4A1F/V84F (Obr. 13) vykazuji snizenou schopnost produkce ROS a tvorby
nekrotickych efektd, coz koreluje s jejich velmi nizkou schopnosti spoustét syntézu
seskviterpenoidniho fytoalexinu kapsidiolu, ktery se akumuluje v nekrotickych
oblastech a je znamou rostlinou obranou slouc¢eninou. Jeho produkce mize byt spuSténa
utokem patogenti nebo biotickymi ¢i abiotickymi elicitory (Pleskova et al., 2011,
Dokladal et al., 2012).

A

Obr. 13 Strukturalni uspofadani WT kryptogeinu (zeleny) a jeho mutanti L41F (A, modry)
a L41F/V84F (B, modry). Postranni fetézce mutovanych residui (Cervené) ptijaly konformaci
o-smyC¢ky ¢i celého proteinové struktury. Nejvice ziejmy rozdil je v prodlouZzeni jednoho
z B-fetézcu v B-vlasenku (prevzato z Dokladal et al., 2012).

Tab. 1 Srovnani vlastnosti WT kryptogeinu a jeho vybranych mutantt (Dokladal et al., 2012).

%
Mutace Pienos  Pienos  Vazani Syntéza Akumulace spoleénych Indukce
steroli fosfolipidi k PM ROS kapsidiolu  vlastnosti  rezistence
SWT

WT +++ +++ +++ +++ +++ 100 +++
V84F + +++ +++ +++ ++ 65 +++
L41F +++ ++ + + - 31 +
L41F/V84F + +++ + - - 19 -
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Dalsi pétice mutovanych forem kryptogeinu ménici aminokyseliny L15, L19, M35,
L36, M59, a 163 je také zamétfena na zmény v hydrofobni kavité. K posileni efektu byly
provedeny dvojité i trojit¢ mutace. Proteiny byly stejné jako pfedchozi exprimovany

v kvasince P. pastoris (Obr. 15).

Obr. 15 Tridimensionalni model kryptogeinu s ergosterolem (hnédy) vazanym v hydrofobni
kavité. Model ukazuje pozice mutovanych residui ovliviiujicich vazbu lipida a biologicky efekt
kryptogeinu (pifevzato z Lochman et al., 2005).

Aminokyselina L15 je umisténa Vv blizkosti otvoru hydrofobni kavity a toci
se po vazbé sterolu. Substituce tohoto residua tryptofanem brani rotaci i moznym
vazbam s lipidy. L19 zbytek je situovan piimo v usti otvoru, ¢imz tvoii hydrofobni
kontakt s L36. Mutace L19 méni jeho elektrostatiku a muze ovlivnit kinetiku vazby
ke sterolim, zvlast¢ pokud jde o ligandy s velkym dipdlovym momentem napf.
substituce L19 za vice hydrofilni arginin zvysuje pl proteinu. L36 zbytek je také blizko
usti otvoru a také zplisobuje mirné konformacni zmény po vazbé sterolu, ktery tvoii
hydrofobni kontakt s L36. Residua M35 a M59 se taktéz to¢i po vazbé sterolu, zaroven
pokud jsou obé& residua aromatickd, ovliviiuji velikost kavity svym piekryvem. 136
residuum je zachovano mezi vSemi znamymi elicitiny, je soucasti hydrofobniho jadra
proteinu a interaguje se steroly.

Trojity mutant M35SW/MS59W/I63F ma sterické zdbrany vedouci k naruSeni struktury
proteinu, ma mirn€ snizeny pomeér a-helix/p-struktur. Modelové experimenty ukazaly,

ze mé rozsitenou kapsu diky van der Waalsovym silam zpasobujicim odpuzovani F63
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a V84. Toto odpuzovani pravdépodobné zpisobuje reorganizaci kavity a rekonstrukci
vazebnych schopnosti postradanych u M35W/M59W (Obr. 16). Oba mutanty
M35F/M59W a M35W/M59W jsou schopni vazat mastné kyseliny, ale M35W/M59W
na rozdil od M35F/M59W nevéaze steroly. Disledkem mutace L15W/L36F je Castecné
uzavieni vstupu tunelu a znemoznéni rotace W15, coz mé za nésledek ztratu schopnosti
vazat steroly 1 mastné kyseliny. L19R méni elektrostatické interakce, které jsou dilezité
pro vazbu ligandu do dutiny a hodnotu pl. Tento protein nevaze steroly ani nestimuluje
syntézu ROS a zménu pH, ale vaze mastné kyseliny a je schopen indukovat bunécnou
smrt nejucinnéji z téchto mutantd.

Trojity mutant je v syntéze ROS a zmén¢ pH stejn¢ ucinny jako WT. Produkce ROS
aktivovanda M35F/M59W byla opozdénd a schopnost vazat steroly byla proti
M35W/M59W/I63F a WT polovicni, coz vysvétluje jeho nizsi biologickou tc¢innost.
Proteiny L15W/L36F a M35W/M59W sice nejsou schopné vazat steroly, ale indukuji
syntézu ROS i1 zmény pH i1 kdyz s ucinnosti podstatné nizsi nez u ostatnich mutanti

(Tab. 2) (Lochman et al., 2005).

Obr. 16 Superpozice volného WT, dehydroergosterolové vazby WT a mutantnich struktur
kryptogeinu. (A) Vazba dehydroergosterolu do kavity WT kryptogeinu indukuje konformacni
zmény o-smycky (Sipka). (B) Superpozice struktur WT a M35W/M59W mutanta (Sipka).
Zmény indukované mutaci jsou podobné zménam indukovanym vazbou sterolu. a-helixy
proteinti jsou Oznaceny modfe, B-listy Cervené a smycky zluté (pfevzato z Lochman et al.,
2005).
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Tab. 2 Disocia¢ni konstanty komplexti se steroly a fosfolipidy s mutovanymi kryptogeiny
a biologické efekty mutantti (Upraveno dle Lochman et al.,2005).

Kq (umol-17) .
Mutace — Syntéza ROS Zména pH
Steroly Fosfolipidy

WT 0,050 = 0,002 0,19+ 0,010 +++ +++
M35F/M59W 0,021+ 0,010 0,132 £ 0,007 ++ +++
M35W/M59W/163F 0,068 + 0,005 0,09 £ 0,010 +++ +++
M35W/M59W - 0,08 +0,010 + ++
L19R - 0,12 +0,020 - -
L15W/L36F - - + ++

Mutant kryptogeinu K13V s molekulovou hmotnosti 10,356 kDa, ma na 13 pozici
aminokyselinu valin misto bazické aminokyseliny lysin a je svymi vlastnostmi podobny
spiSe a-elicitinu kapsiceinu, ktery ma ptirozené hydrofobni valin v 13 pozici, coz
potvrzuje zasadni roli 13 aminokyseliny v sekvenci elicitinll i vyznam rozloZeni naboje
na povrchu téchto proteinti. K13V v porovnani s X24 zptsobuje mensi nekrotickou
aktivitu, mirnou indukci rezistence, snizenou tvorbu kapsidiolu, dale také neni schopen
pfenadSet mastné kyseliny a ma redukovanou schopnost vazat a prenaSet steroly, ktera

je spojena se snizenou schopnosti aktivovat produkci ROS (Obr. 14).

Obr. 14 Mapa elektrostatického potencialu WT kryptogeinu (A) a jeho mutanta K13V (B).
Pozice mutovaného residua je oznacena zlutym kruhem. K13V mutace vyznamné pozménuje
distribuci naboje na povrchu kryptogeinu (PleSkova et al., 2011).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (USA): Bromfenolova modf; Triton X-100.

Agrisera (Svédsko): Primarni polyklonalni krali¢i protilatka anti-AtGSNOR; primérni
monoklonalni mysi protilatka anti-NO,-Tyr.

AppliChem (Némecko): Dodecylsulfat lithny (LDS); dodecylsulfat sodny (SDS);
NADH; susené odtu¢néné mléko.

Axon Medchem (Holandsko): Inhibitor GSNOR-N6022.

Bio-Labs (UK): Protein-Ladder 10-250 kDa.

Bio-Rad (USA): Laemmliho vzorkovaci pufr 4x.

ENZO Life Sciences (USA): 2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-
3-oxid (cPTIO).

Katedra biochemie P¥F UP Olomouc (Ceska republika): Primarni polyklonalni
krali¢i protilatka anti-SIGSNOR

Lachema (Ceska republika): Aceton; diethylether; hydroxidy — draselny, sodny.
Lach-Ner (Ceska republika): Kyseliny — chlorovodikova, fosfore¢na, octova;
methanol.

Merck (Némecko): Ponceau S.

Penta  (Ceskd  republika): Dihydrogenfosfore¢énan  draselny;  ethanol,
hydrogenfosforec¢nan draselny dihydrat.

Sigma-Aldrich (Némecko): Akrylamid; Color burst electrophoresis marker; Coomassie
Brilliant Blue R-250; dihydrogenfosfore¢nan sodny; dimethylsulfoxid (DMSO);
dithiothreitol (DTT); dusitan sodny; glycerol; glycin; hovézi sérovy albumin (BSA);
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat; 2-merkaptoethanol; NAD"; Nitroterazolium Blue
chlorid ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem (NBT-BCIP); n-Butanol;
nitrovany hovézi sérovy albumin (NO,-BSA); Nitroterazolium Blue chlorid (NBT);
N-methylphenazoniummethylsulfat (PMS); N, N'-methylenbisakrylamid; N, N, N, N'-
tetramethylethylendiamin (TEMED); paraformaldehyd; persiran amonny (APS);
phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); pyruvat sodny; redukovany glutathion (GSH);
sekundarni anti-krali¢i protilatka (imunizace kozy) IgG znacend alkalickou fosfatasou;
sekundarni anti-my$i protilatka (imunizace kozy) IgG znacena alkalickou fosfatasou;

tris(hydroxymethyl)aminomethan; Tween-20; Zelatina z kiize ryb.
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Serva (Némecko): Western Blot Protein Standard.
Ustav biochemie Masarykovy univerzity v Brné (Ceska Republika): Elicitiny -
oligandrin, kryptogein (X24 — WT a jeho mutanti L41F, VV84F).

GSNO a formaldehyd byly ptipraveny dle postupti uvedenych v této praci.

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické véhy (Sartorius, Némecko); blotovaci zafizeni Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, USA); centrifuga Multi-Spin MSC-6000
(Biosan, Litva); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni predvazky
(KERN, Némecko); dokumenta¢ni zatizeni Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA);
elektroforeticky  systétm  Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko); elektromagneticka michacka s ohfevem
Intelli-Stirrer MSH-300i (Biosan, Litva); elektronicka chladici lazeni N°ice (Techne,
UK); exsikator (Kavalierglass, Ceska republika); chlazena centrifuga 5415R
(Eppendorf, Némecko); inkubator Enviromental Shaker-Incubator ES-20 (Biosan,
Litva); kolonky NAP-5 (GE Healthcare, USA); mikrodesti¢kovy spektrofotometr
PowerWave XS (BioTek Instruments, USA); mikrodesticky Test plate 96F
(TPP,Svycarsko); nitrocelulosova membrana 0,45 pm (Bio-Rad, USA); spektrofotometr
Beckman DU 7500 (Beckman Coulter, USA); svételny a fluorescen¢ni mikroskop
Olympus BX50 s digitdlni kamerou Olympus DP70 (Olympus Optical, Japonsko);
termoblok Genius Dry bath incubator (Major Science, BioTech, Ceska republika);
titepacka s plochou platformou (Biosan, Litva); UV/VIS spektrofotometr 8453 (Agilent
Technologies, USA); stereoskopicky mikroskop STM PRO (BEL Engineering, Italie),
vakuova pumpa (Edwards, UK); Vortex mixer SA8 (Stuart, UK); zdroj pro
elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA); zdroj pro Western blot Power supply
model 1000/500 (Bio-Rad, USA).

3.1.3 Rostlinny material

Vliv aplikace vybranych elicitini a latek modulujicich hladinu RNS byl testovan
na 8-9 tydennich rostlinach tabaku (N. tabacum cv. Samsung). Semena byla vyseta
do perlitu, vzrostlé semenacky byly nasledné ptresazeny do kvétinadcl se zahradnickym

substratem.
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3.1.3.1 Priprava rostlinného materidlu - aplikace elicitint

Zvolené elicitiny oligandrin ¢i kryptogein (X24 a jeho mutanti L41F, V84F) byly
aplikovany metodou tlakové injekce vzdy do pravé poloviny patého listu rostliny
(Obr. 17), tak aby cela polovina listu byla viditelné naplnéna roztokem. Poté byla pro
sledovani vlivu jejich aplikace na celou zvolenou rostlinu odebirdna prava polovina listu
(obsahujici injektovany elicitin) a leva polovina patého listu (polovina vedle mista
aplikace) v ¢asovych intervalech 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 a 48 h po injekci elicitinu.
Koncentrace elicitinu v injektovaném roztoku byla 100 nmol-1?, jako kontrola byla
do pravé poloviny listu injektovana destilovana voda. Byly také pfipraveny kontrolni
vzorky z patych listi rostlin bez jakéhokoliv oSetfeni. Odebrany rostlinny material byl
po rychlém zmrazeni v tekutém dusiku uchovan v mrazicim boxu pfi -80°C. Odbéry
byly provedeny v péti opakovanich v rtiznych obdobich. Zasobni roztoky elicitint
o koncentraci 96 pmol-1" byly poskytnuty Ustavem biochemie Piirodovédecké fakulty

Masarykovy univerzity v Brn¢.

Obr. 17 Rostlina N. tabacum cv. Samsung. (A) Paty list a misto aplikace (prava polovina listu)
elicitinu ¢i modulatoru je vyznaCeno Sipkou. (B) Pohled na spodni stranu listu
s mistem aplikace (prava polovina listu) elicitinu ¢i modulatoru vyznacenym Sipkou.

3.1.3.2 Priprava rostlinného materialu - aplikace modulatori

Do pravé poloviny patého listu rostliny N. tabacum cv. Samsung (Obr. 17) byl
injektovan kryptogein X24 o koncentraci 100 nmol-1* v kombinaci s donorem NO
(0,1 mmol-1* GSNO), lapagem NO (0,1 mmol-1* cPTIO) nebo inhibitorem GSNOR
(1 pmol-It N6022). Modulatory byly aplikovany i bez ptitomnosti elicitinu. Jako
kontrola byla pouzita opét destilovana voda a byly pfipraveny i kontrolni vzorky

z patych listl rostlin bez jakéhokoliv oSetfeni. Odbéry i uchovani rostlinného materialu
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bylo provedeno totoznym zplsobem jako pfi aplikaci samotnych elicitinli av§ak pouze
v ¢asovych intervalech 0, 2, 4, 7, 24 a 48 h, zvolenych na zdkladé¢ vysledkl
spektrofotometrického stanoveni aktivity GSNOR po aplikaci elicitin. Pro vylouceni
vlivu rozpoustédla inhibitoru (DMSO) byly provedeny i odbéry listh u rostlin,
do kterych byla aplikovana pouze tato latka a to o stejné koncentraci i ve stejném
mnozstvi jako pfi jejim pouziti s inhibitorem. Odbéry byly provedeny ve c¢tyfech
opakovanich v riznych obdobich.

Pro histochemickou studii byly pfipraveny dalsi rostliny, které¢ byly ihned pouzity

k realizaci experimentu.

3.1.4 Priprava S-nitrosoglutahionu

Navazka 614 mg redukovaného glutathionu byla rozpu§téna ve 3 ml 1 mmol-1* HCI
vychlazené na ledu. Poté bylo k roztoku za stalého chlazeni a michani ptidano 138 mg
NaNO, a reak¢éni smés se ponechala 40 min na ledové lazni. Vznikla husta razova
srazenina. Srazenina byla odsata na Biichnerové nalevce a promyta postupné 2x 10 ml
ledové vychlazené destilované vody, 2x 10 ml ledové vychlazeného acetonu a 2x 10 ml
ledové vychlazeného diethyletheru. Ziskany produkt byl pfeveden na hlinikovou folii
a lehce zabaleny (ochrana pied svétlem) byl pfes noc dosusen v exsikatoru a nasledné

uchovan v mrazicim boxu pii -20°C (Moore a Mani, 2002).

3.1.5 Priprava Cerstvého formaldehydu z paraformaldehydu

Smés tvofena 3 g paraformaldehydu a 10 ml destilované vody byla za stalého michani
zahtivana na teplotu 70°C. Poté byl opatrné po kapkach pfidavan NaOH o koncentraci
6 mol-1™", dokud roztok nebyl zcela Ciry. Pfipraveny formaldehyd mél koncentraci

10 mol-I™ a po vychladnuti byl uchovan v mrazicim boxu pfi -20°C (upraveno dle Diaz

et al., 2004).

3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu GSNOR bylo provedeno v pravych
(misto aplikace) a levych (vedle mista aplikace) polovinach patych listli rostlin tabdku
osetfenych elicitiny v ¢asech 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 24 a 48 h po injekci elicitinu. A dale

V obou polovinach patych listi tabdkovych rostlin oSetfenych moduléatory aktivity
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I jejich kombinacemi s kryptogeinem X24 v Casovych intervalech 0, 2, 4, 7, 24 a 48 h

po aplikaci.

3.2.1.1 Priprava extraktu

Rostlinny material byl rozetfen na prach v tfeci misce s tekutym dusikem. Extrakce byla
provedena v poméru 1:2 (1 g rostlinného materialu : 2 ml extrakéniho pufru). Pro
extrakci byl pouzit extrakéni pufr (50 mmol-1™? Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% Triton X-100),
ke kterému byl vzdy t&sng pred pouzitim pfidan DTT (vysledna koncentrace 2 mmol-1™)
a PMSF (vysledna koncentrace 1 mol-17). Homogenat byl poté centrifugovan 20 min pfi
16 000 g a 4°C. Extrakty byly mezi jednotlivymi kroky i béhem dalsiho pracovniho

postupu neustale uchovavany v ledové lazni.

3.2.1.2 PrediSténi extraktu

Pro odstranéni endogenniho GSNO byl supernatant ziskany centrifugaci
po homogenizaci rostlinného materidlu piecistén gelovou permeacni chromatografii
(gelovou filtraci) na kolonce NAP-5 (napln Sephadex, porozita G-25). Odsolovaci
kolonka byla ekvilibrovana 3x2,5 ml pufru (10 mmol-1* Na*-fosfatovy pufr, pH 6.8),
kdyz se ekvilibra¢ni pufr naposledy vsakl na troven gelového sloupce, bylo aplikovano
500 pl supernatantu. Neprodlené po vsaknuti supernatantu, opét na Uroven gelového
sloupce, byl na kolonku nanesen 1 ml eluéniho pufru (50 mmol-1* K*-fosfatovy pufr,
pH 7.8) a vzapéti byl jiman eluat (1,5 ml). Nasledné byla kolonka promyvana 25 ml
destilované vody (Corpas et al., 2008).

3.2.1.3 Meéreni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

Aktivita GSNOR byla méfena na mikrodestickovém readeru PowerWave XS (BioTek
Instruments, USA) v 96-ti jamkovych mikrodestickach. Do kazdé z jamek bylo
postupné pipetovano 225 pl reakéniho pufru (20 mmol-1™ Tris, pH 8), 15 pl rostlinného
extraktu a 30 pl 2 mmol-1* NADH. Reakce byla vzdy zahajovana 30 ul 4 mmol-I™
GSNO. Roztoky NADH a GSNO byly pfipravovany vzdy Cerstvé a tésn¢€ pred méfenim.
GSNO je nitrosothiol citlivy na svétlo, proto byl jeho roztok uchovavan ve tmé a spolu
NADH a vzorky byly uchovavany v ledové lazni. V piipadé blanku byl ptidavek
substratu enzymu GSNO nahrazen 30 pl destilované vody. Méteni vSech vzorki bylo
provedeno vV tripletech, kdy kazdy vzorek mél vzdy svij blank. Zaznamenavan byl
pokles absorbance pfi vinové délce 340 nm a konstantni teplot¢ 30°C v intervalech

15 s po dobu 20 min.
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V jamkéch se vzorky byla ddle méfena absorbance pti 900 a 970 nm pro stanoveni
délky optické drahy. Méfeni bylo provedeno ihned po ukonceni dvacetiminutového

méieni pii 340 nm.

3.2.2 Stanoveni obsahu proteinii metodou Bradfordové

Stanoveni obsahu proteinii bylo provedeno na mikrodestickovém readeru PowerWave
XS (BioTek Instruments, USA). Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena pomoci BSA jako
standardu v rozsahu koncentraci 0,2 - 1,2 mg-ml’l. Do jednotlivych jamek mikrotitracni
desticky bylo postupné pipetovano 45 pl destilované vody, 5 pul extraktu, standardu
nebo destilované vody (blank). Nasledné bylo do jamek ptidano 200 ul roztoku ¢inidla
Bradfordové, ktery byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku Coomassie Brilliant
Blue (50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 25 ml 95% methanolu, 50 ml 85%
kyseliny fosfore¢né) destilovanou vodou v poméru 1:4 (barvivo : destilovana voda).
Po jemném prottepani desticky se modré zbarveni nechalo 5 min vyvijet a poté byla
zmétena absorbance pii vinové délce 595 nm. M¢éfeni bylo provedeno v dupletech
(Bradford, 1976).

3.2.3 Stanoveni kinetickych parametri K, a V)i,

Michaelisova konstanta (Kn) je konstantou poloviéni saturace, tzn. vyjadiuje
koncentraci substratu, pfi niZ je rychlost enzymové reakce polovinou rychlosti limitni
Km, tim vy$§i ma substrat schopnost vazat se do aktivniho mista enzymu.

K experimentalnimu uréeni Ky a Viim byly pouZity 5., 6. a 7. listy tfi 8-9 tydni
starych rostlin N. tabacum cv. Samsung, bez jakéhokoliv oSetifeni, ze kterych byl
vytvofen smésny vzorek. Rostlinny extrakt byl pfipraven stejnym zplsobem jako pro
spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR (viz podkapitola 3.2.1.1), vzorek vSak
nebyl dale precistén gelovou filtraci.

Ke stanoveni byl vyuzit UV/VIS spektrofotometr 8453 (Agilent Technologies, USA)
s vyhiivanym kyvetovym prostorem na konstantni teplotu 30°C. Sledovéana byla
kinetika enzymové reakce pti 340 nm v casovych intervalech 15s po dobu 5 min.
Do sklenéné kyvety bylo pipetovano 1,5 ml reakéniho pufru (20 mmol-1™* Tris-HClI,
pH 8), 200 pl 2 mmol-1" koenzymu NADH a 100 ul extraktu. Reakce byla zahajovana
200 pl substratu enzymu GSNO. Rozmezi vyslednych koncentraci substratu v kyveté
bylo 25-400 umol-1*. V piipadé blanku bylo misto substratu do kyvety pipetovano
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200 pl destilované vody. Roztok GSNO byl opét uchovavan ve tmé a spolu s NADH
a extrakty byl skladovéan v ledové 1azni. Méteni bylo provedeno ve trojim opakovani.
Kinetické parametry byly vyhodnoceny dle Michaelise a Mentenové, Lineweavera
a Burka, Hanese a Woolfa a také Woolfa, Augustinssona a Hofsteeho. Vysledky byly
zpracovany a vyhodnoceny pomoci programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software,

Inc., La Jolla, CA, USA).

3.2.4 Stanoveni ICs
ICxo je takova koncentrace inhibitoru, pfi niZ je pocatecni reakéni rychlost polovicni nez
pocateéni rychlost reakce bez pfitomnosti inhibitoru.

Ke stanoveni ICsg byl pouzit smésny vzorek z 5., 6. a 7. listd tii 8-9 tydennich rostlin
N. tabacum cv. Samsung bez jakéhokoliv oSetfeni. Pfiprava extraktu byla totozna jako
pro spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR (viz podkapitola 3.2.1.1). Vzorek
nebyl déle ptecistén gelovou filtraci.

Mg¢teni bylo provedeno na UV/VIS spektrofotometru Beckmann DU7500 (Beckman
Coulter, USA) s inkubovanym kyvetovym prostorem. Sledovana byla kinetika
enzymové reakce pii 340 nm v Casovych intervalech 15 s po dobu 5 min pfi konstantni
teploté 30°C. Do sklenéné kyvety bylo pipetovano 1,5 ml reakéniho pufru (20 mmol-1?
Tris-HCI, pH 8), 200 ul 2 mmol-1* NADH, 25 ul extraktu a 75 ul inhibitoru N6022,
kdy rozmezi vyslednych koncentraci inhibitoru bylo 40-3500 nmolI*. Reakce byla
startovana piidavkem 200 ul 4 mmol-1" GSNO. V piipadé blanku byl piidavek
substratu nahrazen 200 pl destilované vody. Roztok GSNO 1 zasobni roztok inhibitoru
byly uchovavany ve tmé& a opét 1 s extrakty a NADH byly uchovéavany v ledové lazni.
Me¢éfteni bylo provedeno v trojim opakovani.

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny pomoci programu GraphPad PrismS5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3.25 SDS-PAGE

Elektroforeticka separace proteinii byla provedena ve 12% délicim polyakrylamidovém
gelu o pH 8,8 a 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu o pH 6,8. Polymerace obou
gelll byla startovana ptidavkem cerstvé piipraveného roztoku 10% APS. Bezprostfedné
po nastartovani polymeracni reakce byl délici gel nalit do prostoru mezi skly a vzapéti
byl gel pfevrstven vodou nasycenym n-butanolem. Po uplynuti 30 min byl n-butanol

odstranén a povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou. Nésledné byla nastartovana
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polymerace zaostiovaciho gelu a ten byl také pfenesen mezi skla a po vlozeni hiebinku
se gel polymeroval 30 min. Skla s gely byla poté zabalena do ubrouskti zvlh¢enych
destilovanou vodou a uchovana v igelitovych saccich pii 4°C do druhého dne, ¢imz byla
zajisténa kvalitn€jsi polymerace gelt.

Skla s gely byla druhy den, umisténa do elektroforetické komory, kam byl posléze
nalit elektrodovy pufr. Po vyjmuti hiebinku bylo do jamek aplikovano 5 pl standardu
molekulové hmotnosti, 40 ul kontrolniho vzorku a 40 ul jednotlivych vzorkt.
Standardem molekulové hmotnosti byl komeréni Color Burst Electrophoresis Marker
(Sigma), Protein-Ladder 10-250 kDa (BioLabs) nebo Western Blot Protein Standard.
Kontrolnim vzorkem byl rekombinantni protein GSNOR z Lactuca sativa o koncentraci
0,3 pg'ml™; 0,5pgml?; 0,75 pgrml™ nebo v piipadé detekce nitrovanych proteint
NO,-BSA o koncentraci 0,1 pg'ml™; 0,3 pg-ml™®; 05pugmlt. Dé&leni vzorki
Vv zaostiovacim gelu probihalo pii konstantnim napéti 120 V. Po jejich doputovani

na rozhrani geld byl zdroj nastaven na konstantni hodnotu 180 V.

3.25.1 Roztoky a pufry pro SDS-PAGE

Délici a zaostfovaci gel: Roztoky k ptipravé obou geli pro SDS-PAGE elektroforézu

jsou uvedeny v Tab. 3. Uvedené hodnoty odpovidaji mnozstvi potiebnému k piipravé

¢tyt kompletnich gela o tloust’ce 1,5 mm.

Tab. 3 Slozeni déliciho a zaostiovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AABIS H,O0 15mol'l 05moll 10% TEMED 10%
30%/0,8% Tris- Tris-  SDS APS
HCIl, pH HCI, pH
8,8 8,8
Délici 12% 12 10,2 75 - 0,3 0,03 0,3
Zaostirovaci 4% 3,9 18,3 - 7,5 0,3 0,03 0,3

Elektrodovy puft: 0,025 mol-I™* Tris-HCI, pH 8; 0,192 mol-I™ glycin, 0,1% SDS.
Laemmliho vzorkovaci pufr 4x: 62,5 mmol-11 Tris-HCI, pH 6,8; 10% glycerol,

1% LDS, 0,005% bromfenolovda modf. K pufru byl pfed pouzitim ptidan
2-merkaptoethanol v poméru 9:1 (pufr : 2-merkaptoethanol).

Vodou nasyceny n-butanol: n-butanol a destilovana voda vpoméru 10:1

(n-butanol : voda).
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3.2.5.2 Priprava extraktiu pro SDS-PAGE

Rostlinny material byl zhomogenizovén v tfeci misce s tekutym dusikem. Extrakce byla
provedena v poméru 1:2 (1 g rostlinného materialu : 2 ml extrakéniho pufru), kdy
k pufru (50 mmol-1* Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% Triton X-100) bylo vzdy t&sn& pred
pouzitim pifidano PMSF (findlni koncentrace 1 mol-l'l). Vzorek byl centrifugovan
20 min pii 16 000 g a 4°C. Extrakty byly mezi jednotlivymi kroky pracovniho postupu

uchovavany v ledové lazni. K ptipravé vzorkt byl dale vyuzit supernatant.

3.2.5.3 Priprava extrakti acetonovovou extrakci

Alternativou pfipravy vzorki pro SDS-PAGE bylo vyuZiti metody extrakce proteinti
acetonem. Nejprve bylo navazeno 500 mg rostlinného materidlu. V tieci misce
s kapalnym dusikem byl material rozetfen na prach a prenesen do mikrozkumavky. Pak
nasledoval pfidavek 1,5ml Ccistého acetonu, vortexovani vzorku po dobu 5 min
a inkubace 7 minut pfi laboratorni teploté. Vzorek byl poté centrifugovan 3 min pfi
12 000 g a 4°C. Po odstranéni supernatantu bylo opét piidano 1,5 ml ¢istého acetonu,
vzorek byl vortexovan po dobu 5 min a 7 minut inkubovan pii laboratorni teploté.
Extrakt byl znovu centrifugovan 3 min pfi 12000 g a 4°C. Kpeletu bylo posléze
ptidano 1,5 ml 50% acetonu, extrakt byl vortexovan 5 min a po 7 minutach inkubace
za laboratorni teploty byl znovu centrifugovan 3 min pti 12 000 g a 4°C. K ziskanému
peletu bylo naslednd pipetovano 250 ml extrakéniho pufru (50 mmol-1?* Tris-HClI,
pH 7,5; 0,2% Triton X-100 a 1% SDS), ke kterému bylo té€sné pted pouzitim ptidano
PMSF (vysledna koncentrace 1 mol-I™"). Po 5 min vortexovani a 7 minutach inkubace
za laboratorni teploty nasledovala centrifugace po dobu 3 min pii 12000 g a 4°C.

K ptiprave vzorki byl dale vyuzit supernatant.

3.2.5.4 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Supernatanty i kontrolni vzorek byly smichany s Laemmliho vzorkovacim pufrem
v poméru 3:1 (vzorek : pufr) a po vlozeni do termobloku 5 min inkubovéany pti 100°C.
Po ochlazeni byly vzorky nanaSeny do jamek. Standardy molekulové hmotnosti byly

nandseny bez piedchozi inkubace pii 100°C.
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3.2.6 Western blot, imunochemicka detekce

Proteiny separované¢ metodou SDS-PAGE byly nasledné pfeneseny na nitrocelulosovou
membranu metodou Western blot v provedeni Semi-dry blotting. K transferu bylo
vyuZito zafizeni Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad,
USA), které bylo pfi soucasném blotovani Ctyf geli pfipojeno ke zdroji nastaveném
na konstantni proud 150 mA, doba transferu byla 2 h. Uspotfadani materialu v zafizeni:
anoda - dva blotovaci (filtra¢ni) papiry - nitrocelulosova membrana - gel - dva blotovaci
(filtra¢ni) papiry - katoda. Blotovaci papiry spolu s membrdnami byly pfed pouZzitim
inkubovany 10 min v blotovacim pufru. Pro ovéfeni tspé$nosti transferu byly proteiny
na membran¢ vizualizovany barvivem Ponceau S, které lze po obarveni membrany
zpétné vymyt destilovanou vodou.

Nésledné byla provedena klasickda imunochemickd detekce proteinii na membrané.
Po Uplném vymyti barviva byla membrana vlozena na 2 h do blokovaciho roztoku
5% suseného nizkotu¢ného mléka v TTBS. Membrana byla poté pfenesena do roztoku
primarni protilatky s blokovacim roztokem (Tab. 4), kde byla ponechana ptes noc pii
4°C. Druhy den byla po odliti roztoku tfikrat po 10 min promyta TTBS a dale
inkubovana 1h pii laboratorni teplot¢ v roztoku sekundarni protilatky znalené
alkalickou fosfatasou s blokovacim roztokem (Tab. 4). Nésledovalo opétovné
trojnasobné promyti v TTBS v 10 min intervalech a inkubace 5-10 min v roztoku
chromogenniho substratu  NBT-BCIP odpovidajicim zvolenému typu sekundérni
protilatky, ¢imZ bylo dosazeno tmavé fialového zbarveni v misté produktu. Posléze byla
membrana omyta destilovanou vodou a vysuSena. Fotodokumentace spolu
s hodnocenim byla provedena zatfizenim Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad,USA) za pouziti
programu Image Lab 4.1(Bio-Rad,USA).

Bylo také testovano pouziti 3% zelatiny v TTBS jako blokovaciho roztoku misto 5%
nizkotu¢ného suseného mlé¢ka v TTBS cely postup dale ztistal zachovan a to vcéetné

pouziti blokovaciho roztoku v ptipadé€ protilatek.
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Tab. 4 Pouzité primarni a sekundarni protilatky.

Detekové proteiny Typ protilatky Redéni

GSNOR Primarni Polyklonalni krali¢i protilatka anti-AtGSNOR ~ 1:1000
Polyklonalni krali¢i protilatka anti-SIGSNOR 1:1000

Sekundarni  Anti-krali¢i protilatka (imunizace kozy) IgG 1:5000
znacena alkalickou fosfatasou

Nitrované proteiny  Primarni Monoklonalni mysi protilatka anti- NO,-Tyr. 1:1000

Sekundarni  Anti-mysi protilatka (imunizace kozy) IgG 1:5000
znacena alkalickou fosfatasou

3.2.6.1 Roztoky a pufry pro Western blot a imunodetekci

Blokovaci roztok: 5% nizkotu¢né susené mléko v TTBS, 3% zelatina v TTBS.

Blotovaci pufr: 25 mmol-I™ Tris-HCI pH 8,3; 192 mmol-I™ glycin, 20% methanol.
p

Ponceau S: 0,2% Ponceau S, 10% kyselina octova.
TBS: 20 mmol-I™* Tris-HCI pH 7,5; 500 mmol-1™* NaCl.
TTBS: 0,1% Tween v TBS.

3.2.7 Histochemicka detekce aktivity GSNOR

Principem detekce aktivity GSNOR histochemickou metodou je GSNOR katalyzovana
oxidace  HMGSH (spontanné¢ tvofeného aduktu formaldehydu a glutathionu)
na S-formylglutathion za souc¢asné redukce NAD* na NADH, které posléze redukuje
nitrotetrazoliovou modif na modry precipitat formazanu. Schéma klicové reakce

viz Obr. 4 (reakce A).

3.2.7.1 Priprava rostlinného materialu - listové disky

K experimentu byly pouzity listové disky o priméru 12 mm pfipravené pomoci
korkovrtu z pravych (misto aplikace) a levych (vedle mista aplikace) polovin patych
listh modelovych rostlin. Vyuzity byly tabakové rostliny, do jejichz pravé poloviny
patého listu byl tlakovou injekei aplikovan kryptogein X24 o koncentraci 100 nmol-1™*
spolu s donorem NO (0,1 mmol-I* GSNO), lapagem NO (0,1 mmol-1* cPTIO) nebo
inhibitorem GSNOR (1 pmol-I™ N6022). Latky byly aplikovany i samostatng.
Destilovana voda aplikovana do pravé poloviny patého listu slouzila jako kontrola. Byly
pfipraveny i kontrolni vzorky z patych listii rostlin bez jakéhokoliv o3etfeni. Casové
intervaly odbéri, které byly zvoleny na zékladé¢ vysledki spektrofotometrického

stanoveni aktivity GSNOR, byly 4 h po aplikaci (kryptogein X24, destilovana voda)
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a 24h po aplikaci (GSNO, cPTIO, inhibitor N6022, jejich kombinace s X24,

destilovana voda).

3.2.7.2 Metodika histochemické detekce GSNOR
Do sklenénych vialek obsahujicich 3-4 listové disky byly pfidany 2 ml vzdy cerstvé
pfipraveného roztoku (0,1% Triton X-100, 9 mmol-1"* pyruvat sodny, 0,02 mg-ml™*
PMS a 0,2 mg-ml™ NBT ve 100 nmol‘I* fosfore¢nanu sodném o pH 7,5). Dale byly
do jednotlivych vialek postupné pipetovany dalsi slozky inkubacni smési: 20 pl
60 mmol-1* NAD" (findlni koncentrace 0,6 mmol-l'l), 20 pl 20x ztedéného zasobniho
roztoku formaldehydu pfipraveného z paraformaldehydu (findlni koncentrace
5 mmol-1?), 20 ul 100 mmol-I* GSH (finalni koncentrace 1 mmol-1™"). Spontanné
vytvofeny substrat HMGSH mél vyslednou koncentraci 0,73 mmol-1*. Dale byly
pfipraveny kontrolni vzorky neobsahujici kompletni inkubac¢ni smés, postradaly bud’
NAD", formaldehyd nebo GSH ¢&i vSechny tyto tii slozky najednou. Vialky piekryté
alobalem (ochrana pied svétlem) byly umistény na 15 min do exsikatoru napojeného
na zdroj vakua. Poté byly vialky s disky (stale chranéné pied svétlem) 100 min
inkubovany pti 42°C.
Reakéni roztok byl nasledné¢ odstranén a disky ve vialkdch se po promyti
70% ethanolem nechaly pies noc odbarvovat v 70% ethanolu. Druhy den po zaméné
za Cerstvy 70% ethanol byly vialky pro odbarveni listovych diskli zahfivany
na elektromagnetické michacce s ohfevem. Aby bylo dosazeno uplného odstranéni
chlorofylu byl 70% ethanol za stidlého zahfivani nasledn¢ jeSt€¢ 2x nahrazen
96% ethanolem.

Bezbarvé disky (mimo mista tvorby modfe zbarveného formazanu) byly umistény
do glycerolu, pozorovany pod stereoskopickym mikroskopem STM PRO (BEL
Engineering, Italie) i pod svételnym a zaroven fluorescenénim mikroskopem Olympus

BX50 s digitalni kamerou Olympus DP70 (Olympus Optical, Japonsko).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv aplikace elicitinta do lista N. tabacum cv. Samsung
Prvnim ukolem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo studium tlohy GSNOR
V obranné reakci modelové rostliny (N. tabacum cv. Samsung) aktivované aplikaci
elicitindi. Patogenni proteiny oligandrin, kryptogein X24 a jeho mutantni formy L41F
a V84F byly vybrany na zdkladé¢ svych specifickych vlastnosti prezentovanych
v odborné literatute, jako je rozdilnd indukce hypersenzitivni reakce a tvorby ROS
a RNS a s tim souvisejici nekrotické projevy (Lebrun-Garcia et al., 1999; Picard et al.,
2000; Dokladal et al., 2012).

Ve zvolenych Casovych intervalech po aplikaci elicitini byla v obou polovinach
patych listd modelovych rostlin sledovana aktivace a rozvoj Obranné reakce projevujici
se nekrotickymi odezvami na pletivech listt, dale byly sledovany zmény v aktivité

a hladin¢ studované¢ho enzymu GSNOR a vliv na intenzitu nitrace proteind.

4.1.1 Vliv aplikace elicitint na pletiva listi N. tabacum cv. Samsung

U patych listd N. tabacum cv. Samsung, do jejichz pravych polovin byly tlakovou
injekci aplikovany elicitiny oligandrin, kryptogein X24 a jeho mutantni formy L41F
nebo V84F, byl sledovan vliv na aktivaci a rozvoj hypersenzitivni reakce modelové
rostliny spojené s nekrosou listti v ¢asovych intervalech 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 24 a 48 h
po zahajeni experimentu. Fyziologické projevy reakce rostliny po aplikaci elicitinii byly
pozorovany nejdiive v ¢ase 7 h po osSeteni rostlin (Obr. 18). Jako kontrola slouzily
rostliny, kterym byla do pravych polovin patych listi aplikovana destilovana voda.
U kontrolnich vzorkli nebyly pozorovany zmény ve struktufe pletiv ani po 48 h, ¢imz
byl vyloueno ovlivnéni vysledki Vv dusledku mechanického poskozeni. Pozorovani
bylo provedeno v péti opakovanich.

U rostlin osetfenych kryptogeinem X24, proteinem produkovanym fytopatogenni
oomycetou P. cryptogea, bylo pozorovano vadnuti pravé poloviny listu 7 h po aplikaci
(Obr. 18). Po 24 h oSetfena prava polovina listu (misto aplikace) zacCala znatelné
sesychat a po 48 h po oSetieni byla zcela seschla, navic byly pozorovany slabé naznaky
vadnuti i v krajové oblasti levé poloviny listu. Mutantni forma kryptogeinu V84F
vykazovala vyrazn€jsi nekrotickou aktivitou nez kryptogein X24. V porovnani
s kryptogeinem X24 byla jiz 24 h po aplikaci pozorovana tvorba lokalni nekrosy i v levé
poloviné listu spolu s vadnutim listu a po 48 h dochazelo k uplnému seschnuti pravé

poloviny listu a vyraznému vadnuti levé poloviny listu zptisobené silnym poskozenim
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pletiva v disledku nekrotické aktivity.V pfipadé aplikace mutantni formy kryprogeinu
LA1F se zacaly objevovat drobné nekrotické skvrny Vv pravé poloving listu v okoli mista
vpichu az po 48 h. Pro fytopatogen Pythium oligandrum, produkujici elicitin oligandrin,
je pfirozenou hostitelskou rostlinou Solanum spp.. Tento patogenni protein po aplikaci
na listy rostliny N. tabacum nevyvolal hypersenzitivni reakci spojenou s nekrotickou

aktivitou ani 48 h po jeho aplikaci (Obr. 18).

Kontrola V84F L41F Oligandrin

2 X X X
2 X 1
DRI L

Obr. 18 Srovnani vlivu aplikace elicitinii na pletiva listd N. tabacum cv. Samsung. Paté listy
7, 24 a 48 h po aplikaci destilované vody (kontrola), kryptogeinu X24 a jeho mutantnich forem
V84F, L41F nebo oligandrinu do pravych polovin listd.

7h

24 h

48 h

4.1.2 Vliv aplikace elicitini na aktivitu S-nitrosoglutahionreduktasy
Po aplikaci elicitint oligandrinu nebo kryptogeinu X24 a jeho mutantnich forem V84F,
L41F do pravych polovin patych listi N. tabacum cv. Samsung byly sledovany zmény
v aktivit¢ enzymu GSNOR v pravych polovinach listd (misto aplikace) i levych
polovinach listt (vedle mista aplikace) a to 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 a 48 h po injekci
elicitin. Kontrolnim vzorkem pro vylouceni vlivu mechanického poskozeni byly opét
rostliny oSetfené pouze destilovanou vodou.

Po aplikaci kryptogeinu X24 byl v pravych polovinach listi zaznamenan nartst
specifické aktivity GSNOR, pficemz nejvysSich hodnot bylo dosazeno 3 h po aplikaci
elicitinu (Obr. 19). V levych polovinach byly zaznamenany zmény ve specifické

aktivité pouze 4 h po zahajeni experimentu.
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Obr.19 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR po aplikaci elicitinu
kryptogeinu X24 nebo destilované vody (kontrola) v pravych (misto aplikace elicitint) a levych
polovinach patych lista N. tabacum cv. Samsung.

Aplikace mutantniho kryptogeinu V84F vyvolala v pravych polovinach listi zvysSeni
specifické aktivity GSNOR 2-4 h po aplikaci elicitinu (Obr. 20). V levych polovinach
bylo zaznamenano vyznamné navyseni specifické aktivity GSNOR piedev§im mezi
3. a 7.h smaximem 4 h po aplikaci elicitini do pravé ¢asti listu (zvySeni specifické
aktivity cca 3x).

—@— Kontrola
—{+V84F

4 -
3,5
3 -
2,5
2

1

1,5 A
1

0,5
0

0|1|/2|3|4,5|6|7|24/48 0/1|2|3|4|5|6/|7/|24|48

Relativni zména specifické aktivity GSNOR

Pravé strana listu (aplikace elicitinu) Levé strana listu

Cas[h]

Obr. 20 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR po aplikaci mutantni formy
kryptogeinu V84F nebo destilované vody (kontrola) v pravych (misto aplikace elicitini)
a levych polovinach patych listd N. tabacum cv. Samsung.
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Mutant L41F, ktery je nejméné¢ ucinny v indukci obranné reakce v porovnani
S ostatnimi pouzitymi kryptogeiny, mél minimalni vliv na aktivitu GSNOR (Obr. 21).
V pravé Casti listu byla detekovana lehce snizena specificka aktivita GSNOR a v levé
Casti listu byla naopak pozorovana mirné zvySend aktivita GSNOR V porovnani
s kontrolou.

—@—Kontrola

—L41F

15 -

1
05 1

0123|4567 |24/48 01|23 |4,5|6/|7/|24/48

Relativni zména specifické aktivity GSNOR
N

Prava strana listu (aplikace elicitinu) Leva strana listu
Cas[hl

Obr. 21 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR po aplikaci mutantni formy
kryptogeinu L41F nebo destilované vody (kontrola) v pravych (misto aplikace elicitini)
a levych polovinach patych listd N. tabacum cv. Samsung.

V pravych polovindch rostlin oSetfenych oligandrinem, byl zaznamenan podobny trend
v aktivité jako v pfipad¢ pravych polovin listd rostlin oSetfenych kryptogeinem X24
(Obr. 22). V levé ¢asti listu bylo pozorovano zvySeni aktivity mezi 4.-7. h (s maximem

6 h po aplikaci oligandrinu).

39



—@— Kontrola

2 4
% 35 - —{+ Oligandrin
€] 3
Y
=
£ 25
<
2 2
=
T 15 -
D
&
< 17
=
>
g 051
-
E 0
= 0123456 2448 0123456 24|48
=4
Pravé strana listu (aplikace elicitinu) Leva strana listu

Cas[h]

Obr. 22 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR po aplikaci elicitinu
oligandrinu nebo destilované vody (kontrola) v pravych (misto aplikace elicitind) a levych
polovinach patych listd N. tabacum cv. Samsung.

4.1.3 Western blot detekce zmén hladiny S-nitrosoglutahionreduktasy
po aplikaci elicitinii
Po elektroforetické separaci proteinii byl metodou Western blot detekovan enzym
GSNOR v levych polovinach (vedle mista aplikace) patych listd N. tabacum
cv. Samsung. Hladina GSNOR byla modulovana aplikaci elicitinti oligandrinu nebo
kryptogeinu X24 ¢i jeho mutantnimi formami V84F a L41F. Zmény byly sledovany 2, 4
a 24 h po aplikaci. Tyto ¢asy po aplikaci byly zvoleny na zakladé hodnot ziskanych
stanovenim aktivity GSNOR v listech oSetfenych elicitiny. Do kontrolnich vzorki byla
misto elicitinG aplikovana destilovand voda. Druhy kontrolni vzorek byl pfipraven
z modelové rostliny bez jakéhokoliv oSetfeni. Standardem byl rekombinantni protein
GSNOR z L. sativa o koncentraci 0,75 pg-ml™. Experiment byl proveden ve trojim
opakovani. V ramci pilotnich experimentli byly testovany dvé primarni protilatky
polyklonalni krali¢i protilatka anti-SIGSNOR a polyklonalni kralici protilatka
anti-AtGSNOR. Prvni uvedena protilatka s GSNOR vyextrahovanou z listit N. tabacum
nereagovala. Pro detekci GSNOR byla pouzivana dale pouze primarni protilatka
anti-AtGSNOR. Dale bylo testovano pouziti dvou blokaénich roztok - 3% zelatina
nebo 5% nizkotu¢né susené mléko v TTBS. Na zakladé testovacich experimenti bylo
pro dal§i experimenty jako blokac¢ni ¢inidlo pouzito pouze 5% nizkotu¢né susené mléko

v TTBS. Z ¢asovych divodi se v ramci diplomové prace nepodatilo zcela optimalizovat
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tuto metodu detekce hladiny enzymu GSNOR ptivodem z N. tabacum. Uvedené jsou
tedy jen predbézné vysledky, které musi byt po urceni optimalnich podminek metody
dale ovéreny.

Ve 4.h vporovnani skontrolou (aplikace destilované vody) byl detekovan
intenzivnéj§i band GSNOR v extraktech pfipravenych z levé casti listu po aplikaci
kryptogeinu X24 a mutantni formy kryptogeinu V84F do pravé ¢asti listu. Nejsilngjsi
signal v levych polovinach listt byl detekovan po aplikaci mutantni formy kryptogeinu
V84F (Obr. 23a). Intenzita bandu po aplikaci destilované vody v porovnani s listy
neoSetienymi je vyrazné vEétsi. Na Obr. 23b je uveden standard rekombinantni protein
GSNOR z L. sativa. 24 h po aplikaci latek nebyl pozorovan rozdil mezi kontrolou

(aplikace destilované vody) a vzorkem po aplikaci kryptogeinu.

a)
e uooes

voda X24 V84F L41F olig

b)

std k voda X24

Obr. 23 Western blot detekce hladiny enzymu GSNOR vV levych polovinach patych listi
N. tabacum cv. Samsung 4 h (a), 24 h (b) po aplikaci latky do pravé poloviny listy. Modulace
hladiny enzymu GSNOR byla provedena aplikaci latek: destilovana voda, elicitiny - oligandrin,
kryptogein X24 a jeho mutanti V84F, LA1F. Vysvétlivky: (std) standard - rekombinantni protein
GSNOR z L. sativa, (k) kontrolni vzorek 1 - list bez oSetieni, (voda) kontrolni vzorek 2 - list
po aplikaci destilované vody, (X24) vzorek - list po aplikaci kryptogeinu X24, (V84F) vzorek -
list po aplikaci mutantniho kryptogeinu V84F, (L41F) vzorek - list po aplikaci mutantniho
kryptogeinu L41F, (olig) vzorek - list po aplikaci oligandrinu.

414 Western blot detekce zmén intenzity nitrace proteina
po aplikaci elicitini

Metodou Western blot s naslednou imunodetekci byla provedena detekce zmén
intenzity nitrace proteind 4 h po aplikaci kryptogeinu X24 v pravé (misto aplikace)
i levé poloviné patych lista N. tabacum cv. Samsung. Jako kontrolni vzorky byly
pouzity pravé poloviny patych listi modelové rostliny bez jakéhokoliv oSetieni nebo
po aplikaci destilované vody. Standardem byl NO,-BSA o koncentraci 0,1 - 0,5 pg-ml™
(Obr. 24).
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Pro detekci nitrovanych proteind byla pouZzita primarni monoklonalni mysi protilatka
anti-NO,-Tyr, sekundarni anti-mysi protilatka (imunizace kozy) IgG znacena alkalickou
fosfatasou). Byly testovany vzorky piipravené extrakei do pufru (50 mmol 1™ Tris-HClI,
pH 7,5; 0,2% Triton X-100, 1 mol-1* PMSF) a acetonovou extrakci (Obr. 24b).
Po detekci s vyuzitim protilatky proti nitrovanym proteiniim (nitrovany tyrozin) byly
zaznamenany bandy pouze v ptipadé vzorka pfipravenych extrakci pufrem Tris/HCI
(Obr. 24a), jelikoz se acetonova extrakce nezadafila a mnozstvi proteind bylo
nedetekovatelné. V nasledujicich experimentech lze tuto metodu znovu vyzkousSet a
piipadn¢ optimalizovat, pokud by to bylo nutné V misté aplikace kryptogeinu byl u
vzorkd pripravenych extrakci pufrem Tris/HCI detekovan narozdil od kontrolnich
vzorkll nitrovany protein o molekulové hmotnosti 42 kDa (Obr. 24a). V ramci
diplomové prace se z ¢asovych divodi uz nepodatilo optimalizovat metodu Western
blot pro detekci nitrovanych proteint v extraktech z listi tabaku. Na zakladé konzultace
V ramci zahrani¢nich stazi na pracovisti v Mnichové byly navrzeny modifikace metody

— tykajici se doby inkubace s primarni protilatkou a intenzity promyvacich krokd.

a) b)

?7—' -
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Obr. 24 Western blot - detekce zmén intenzity nitrace proteini. 4 h po aplikaci vody nebo
kryptogeinu X24 do pravé poloviny patych lista N. tabacum cv. Samsung. a) extrakce
50 mmol-1"* Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% Triton X-100, 1 mol-1* PMSF b) acetonova extrakce. Vlevo
jsou vyznacCeny molekulové hmotnosti detekovanych proteint. Vysvétlivky: (std) standard -
NO,-BSA 0,5 pg-ml™ a 0,3 ug-ml™ (Obr 23a), 0,1 pg-ml™ (Obr 23b), (k) kontrolni vzorek 1 -
list bez oSetfeni,(voda) kontrolni vzorek 2 - list po aplikaci destilované vody, (X24) vzorek - list
po aplikaci kryptogeinu, (Ip) leva ¢ast listu, (pp) prava ¢ast listu.
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4.2 Stanoveni kinetickych parametri S-nitrosoglutathionreduktasy

K experimentalnimu stanoveni Michaelisovy konstanty a limitni rychlosti byl pouzit
extrakt ze smésného vzorku 5., 6. a 7. listd tii 8-9 tydni starych rostlin N. tabacum
cv. Samsung. Rozmezi koncentraci substratu v kyveté bylo 25-400 pmol-l’l. Naméiené
hodnoty byly graficky hodoceny dle satura¢ni kiivky Michaelise a Mentenové
(Obr. 25), Lineweavera a Burka (Obr. 26) a Hanese a Woolfa (Obr. 27). Vysledky byly

poté porovnany Vv Tab. 5.

0.04+
0.03+1
0.02+ °

0.011

Aktivita GSNOR (nkat)

0.00 — 1 T r -t 1
0 100 200 300 400 500
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Obr. 25 Grafické znazornéni naméfenych hodnot dle Michaelise a Mentenové. Vyjadiuje
zavislost aktivity GSNOR na koncentraci substratu GSNO.
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Obr. 26 Grafické zndzornéni naméfenych hodnot dle Lineweavera a Burka. Vyjadiuje
zavislost reciproké aktivity GSNOR na reciproké koncentraci substratu GSNO.
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Obr. 27 Grafické znazornéni naméfenych hodnot dle Hanese a Woolfa. Vyjadifuje zavislost
podilu koncentrace substratu GSNO a aktivity GSNOR na koncentraci subratraru GSNO.

Tab. 5 Srovnani vyslednych hodnot Ky, a Viin

Grafické znazornéni Kn (pmol-l'l) Vim(nkat)
Michaelis a Mentenova 54,61 0,0323
Lineweaver a Burk 51,10 0,0317
Hanes a Woolf 51,09 0,0318

Michaelisova konstanta byla stanovena zpriméru dat uvedenych v Tab.5

na 52,27 + 1,66 pmol-1" a limitni rychlost, ktera byla stanovena timtéz zptisobem
na 0,0319 + 0,0026 nkat.

4.3 Stanoveni hodnoty ICx

Pro stanoveni hodnoty ICsy byl pfipraven exktrakt ze smésného vzorku 5., 6. a 7. listd
tii 8-9 tydennich rostlin N. tabacum cv. Samsung. Rozmezi koncentraci inhibitoru
GSNOR N6022 bylo 40-3500 nmol-1™". Naméfené hodnoty byly zaneseny do grafu a
pomoci programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) byla
stanovena hodnota ICso na 371,2 nmol-1™ (Obr. 28).
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Obr. 28 Inhibiéni kiivka. Grafické znazornéni zavislosti residualni aktivity GSNOR
na koncentraci inhibitoru GSNOR N6022

4.4 Vliv aplikace modulatori do listi N. tabacum cv. Samsung

Dalsim ukolem experimentalni casti pfedkladané prace bylo provétfeni vlivu latek
modulujicich hladinu RNS na uc¢inek elicitind v listech N. tabacum cv. Samsung.
Testovanymi latkami byly cPTIO, GSNO a inhibitor N6022.

V pribéhu 48 h po oSetieni kryptogeinem X24 a modulatory nebo jen modulatory
byly v obou polovinach patych listi rostlin tabaku sledovany zmény parametrd jako
je nekroticka odezva, aktivita a hladina enzymu GSNOR a také byla provedena
histochemicka detekce GSNOR.

441 Vliv aplikace modulatori na pletiva listi N. tabacum
cVv. Samsung

Byl sledovan vliv aplikace latek modulujicich hladinu RNS pii soucasném spusténi
obranné reakce vyvolané piidavkem Kryptogeinu X24, ale i bez piitomnosti elicitinu
na aktivaci a rozvoj hypersenzitivni reakce souvisejici s nekrosou listi. Zmény byly
sledovany v ¢asovém rozpéti 7, 24 a 48 h po aplikaci latek do pravych polovin patych
listd N. tabacum, cv Samsung (Obr. 29). Fyziologické projevy reakce rostliny byly
pozorovany nejdiive v ¢ase 7 h po osetfeni rostlin. Kontrolni vzorky ptipravené aplikaci
destilované vody opét nevykazovaly zadné zmény struktury pletiv ani po 48 h, ¢imz
se vylou¢il vliv mechanického poskozeni. Sedm hodin po aplikaci kryptogeinu byla
prava polovina listu zvadla, po 24 h tato polovina zaCala sesychat, mala Cast levé
poloviny listu projevila znamky vadnuti a po 48 h byla prava cast listu seschla,
a vadnuti levé casti listu bylo vyrazngjsi. Pozorovani bylo provedeno ve ctyfech

opakovanich.
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Latka cPTIO fungujici jako lapa¢ NO nezptsobila viditelné zmény struktury pletiva
ani 48 h po aplikaci latky. V kombinaci s kryptogeinem X24, ale bylo uz u 7h
po aplikaci zpozorovano lehké vadnuti pravé poloviny listu, ve 24 h tato polovina byl
jiz seschla a leva polovina zacla lehce vadnout srovnatelné jako v piipad¢ aplikace
pouze kryprogeinu. Ve 48 h po aplikaci byl cely list (prava i leva ¢ast) zcela seschly,
reakce byla vyrazné siln&jsi nez po aplikaci pouze kryptogeinu (Obr. 29).

V piipadé aplikace GSNO, ktery je donorem NO, byly po 24 h detekovany v misté
vpichu malé nekrotické skvrny a doslo k mirnému ovadnuti listu. Po 48 h byla v pravé
Casti listu pozorovana ztrata pigmentace, tato ¢ast listu zeZloutla a povadla. Po aplikaci
GSNO spolu s kryptogeinem X24 byla pozorovana slabsi reakce nez Vv piipadé¢ aplikace
samotného kryptogeinu — coZ bylo pozorovatelné¢ zejména 48 h po oSetfeni rostlin
(Obr 29).

Inhibitor enzymu GSNOR (N6022) neindukoval hypersenzitivni reakci s nekrotickou
odezvou ani 48 h po jeho aplikaci. Stejny trend se projevil i 7 h po oSetfeni inhibitorem
s kryptogeinem X24. 24 h po aplikaci inhibitoru GSNOR v kombinaci s kryptogeinem
prava polovina listu byla téméf seschla. Po 48 h byl uc¢inek inhibitoru ve spojeni
s kryptogeinem X24 siln¢jsi nez V piipade aplikace pouze kryptogeinu, ale slabsi nez
v piipadé¢ aplikace kryptogeinu s lapaéem NO (cPTIO) (Obr 29).

a)
Kontrola cPTIO GSNO Inhibitor N6022
X24 + ¢PTIO X24 + GSNO X24 + Inhibitor N6022

- b P e
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b)

24 h Kontrola ¢PTIO GSNO Inhibitor N6022
X24 X24 + ¢PTIO X24 + GSNO X24 + Inhibitor N6022
c)

48 h Kontrola c¢PTIO GSNO Inhibitor N6022

X24 + ¢PTIO X24 + GSNO X24 + Inhibitor N6022

AN 2n

Obr.29 Srovnani vlivu aplikace modulatori a soucasné aplikace kryptogeinu X24
s modulatory na pletiva listd. Paté listy N. tabacum cv. Samsung a) 7h b)24h c)48h
po aplikaci latky do pravé poloviny listu. Pouzité latky: destilovana voda (kontrola), kryptogein
X24, modulatory cPTIO, GSNO, inhibitor N6022 , kombinace modulatort s kryptogeinem X24.

4.4.2 Vliv aplikace modulatori na aktivitu
S-nitrosoglutahionreduktasy

Do pravych polovin patych listd N. tabacum cv. Samsung byly aplikovany modulatory
hladiny RNS - ¢cPTIO, GSNO nebo inhibitor enzymu GSNOR N6022 samostatné, ale i
v kombinaci s kryptogeinem X24 a byly sledovany zmény aktivity enzymu GSNOR
v obou polovinach listu 0, 2, 4, 7, 24 a 48 h po injekci modulator. Casové intervaly
byly zvoleny na zakladé hodnot ziskanych pti stanoveni aktivity GSNOR po aplikaci
elicitini. Kontrolnim vzorkem pro vylouceni vlivu mechanického poskozeni byly
rostliny, kterym byla do pravé poloviny patého listu aplikovana pouze destilovana voda.

Aplikace latky cPTIO vyznamné indukovala aktivitu GSNOR v pravé (misto
aplikace) i levé Casti listu v ¢asovém intervalu mezi 7. a 48. h, nejvyssich hodnot bylo

dosazeno 24 h po zahajeni experimentu (Obr. 30a). Zmény detekované po aplikaci
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kryptogeinu a cPTIO v kombinaci s kryptogeinem byly srovnatelné v ¢asovém intervalu
0-7 h. GSNOR aktivita nebyla detekovana ve vzorcich po aplikaci kryptogeinu a cPTIO
po 24 h (Obr. 30b). V levych polovinach listi oSetfenych touto kombinaci latek byl
pozorovan Vyznamny narust aktivity GSNOR 7-48 h (s maximem 24 h), zmény byly ale

4x niz8i nez v téze poloving listu po aplikaci samotného cPTIO.
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Obr. 30 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR v obou polovinach patych listi

N. tabacum cv. Samsung: a) po aplikaci latky cPTIO a destilované vody (kontrola)
b) po aplikaci latky cPTIO s kryptogeinem X24, kryptogeinu X24 a destilované vody (kontrola).
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Osetreni rostlin GSNO, ktery je substratem enzymu GSNOR, vyvolalo v pravych
polovinach listli v porovnani s CPTIO mensi, ale stale vyrazny narast aktivity 7-48 h
po aplikaci. V levych polovinach listi byl zaznamenan rovnéz vyrazny narust aktivity
GSNOR. Maximalni zmény byly detekovany 24 h po aplikaci GSNO (Obr. 31la).
Nejvyssi dosazena hodnota specifické aktivy v levych polovinach listi 24 h po aplikaci
byla poloviéni ve srovnani s hodnotou ziskanou plsobenim modulatoru cPTIO
(Obr. 30a). Indukce GSNOR aktivity byla pozorovana prvni hodiny (2-7 h) po aplikaci
kryptogeinu v kombinaci s GSNO, podobné jako v piipadé aplikace samotného
kryptogeinu. Aktivita GSNOR byla v ptipadé aplikace GSNO a kryptogeinu vyssi
(maximum 2 h po aplikaci latek). Zmény v aktivit¢ GSNOR v levé ¢asti listu jsou
srovnatelné po aplikaci kryptogeinu a kryptogeinu s GSNO (Obr. 31b). V piipadé
kombinace aplikovanych latek byla detekovana zvySsend GSNOR aktivity i 24 h
po aplikaci latek do pletiva. Nejvyssi dosazend hodnota specifické aktivy v levych
polovinach listi 24 h po aplikaci byla asi tfetinova ve srovnani s hodnotou ziskanou

po aplikaci pouze GSNO(Obr. 31a).
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Obr. 31 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR v obou polovinach patych lista
N. tabacum cv. Samsung: a) po aplikaci GSNO a destilované vody (kontrola) b) po aplikaci
latky GSNO s kryptogeinem, kryptogeinu X24 a destilované vody (kontrola).

Po aplikaci inhibitoru GSNOR (Obr. 32) bylo zaznamenano vyznamné zvyseni
aktivity GSNOR v pravych polovinach listi pouze 24 h po aplikaci latek. V levych
polovinach byl sledovan vyznamny narust specifické aktivity GSNOR jiz od 7.h
s maximem ve 24.h, podobné jako v ptipadé levé casti listd po aplikaci cPTIO
(Obr. 30a). Aplikace kombinace inhibitoru spole¢né s kryptogeinem X24 indukovala
GSNOR aktivitu 2 a 7 h po aplikaci do pravé casti listii. Aktivita byla vyssi v porovnani
S hodnotami naméfenymi po aplikaci pouze kryptogeinu. V levé ¢asti nebyla po aplikaci
kombinace latek inhibitor a kryptogein zaznamenana zména v aktivitt GSNOR

Vv porovnani s kontrolou (Obr. 32b).
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Obr. 32 Srovnani relativnich zmén specifické aktivity GSNOR v obou polovinach patych listi
N. tabacum cv. Samsung: a) po aplikaci inhibitoru N6022 a destilované vody (kontrola) b) po
aplikaci latky inhibitoru N6022 s kryptogeinem, kryptogeinu X24 a destilované vody (kontrola).
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4.4.3 Western blot detekce zmén hladiny S-nitrosoglutahionreduktasy
po aplikaci modulatori

Western blot s naslednou imunodetekci byl vyuzit také k detekci hladiny enzymu
GSNOR v levych polovinach (vedle mista aplikace) patych lista rostlin N. tabacum
cv. Samsung oSetfenych modulatory c¢PTIO, GSNO a inhibitorem GSNOR 24 h
po aplikaci. Levé poloviny a spolu s ¢asy po aplikaci byly zvoleny na zékladé hodnot
specifické aktivity GSNOR modulované vySe zminénymi latkami. Kontrolni vzorky
opét obsahovaly aplikovanou destilovanou vodu. Zvolenym standardem byl
rekombinantni protein GSNOR z L. sativa o koncentraci 0,75 ug:ml™ a primarni
protilatkou polyklonalni krali¢i protilatka anti-AtGSNOR.

Pti testovani vlivu alikace latek cPTIO a kombinace latek cPTIO a kryptogeinu X24
v danych casech po aplikaci bylo dosazeno shodnych vysledkli jako pfi stanoveni
specifické aktivity GSNOR po aplikaci téchto latek. Nejvyssi intenzita bandl byla
pozorovana po aplikaci latky cPTIO a jeji kombinace s kryptogeinem X24 (Obr. 33a).
V piipad¢ aplikace GSNO byl nejintenzivnéj$i band detekovan po aplikaci GSNO
v kombinaci s kryptogeinem. Zatimco specificka aktivita byla nejvyssi po aplikaci
pouze GSNO (Obr. 33b). Intenzita bandli zaznamenana 24 h po aplikaci inhibitoru
¢i jeho kombinaci kombinaci s kryptogeinem X24 odpovidala naméfenym hodnotam
aktivity GSNOR po aplikaci této latky. Nejvyraznéjsi zvySeni hladiny GSNOR v ramci
24 h po aplikaci vySe zminénych latek bylo detekovano po aplikaci samotného

inhibitoru (Obr. 33c).

a)

b)
voda cPTIO X24 cPTIO std voda GSNO X24 GSNO std
+X24 +X24
)

c

+X24

voda INH INH std

Obr. 33 Srovnani Western blot detekce hladiny enzymu GSNOR v levych polovinach patych
listd N. tabacum cv. Samsung 24 h po aplikaci latky. Modulace hladiny enzymu GSNOR byla
provedena aplikaci latek: a) scPTIO, b) GSNO, c) inhibitor GSNOR, samostatné nebo
v kombinaci s kryptogeinem X24. Vysvétlivky: (voda) kontrolni vzorek po aplikaci destilované
vody, (std) standard - rekombinantni protein GSNOR z L. sativa.
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4.4.4 Histochemicka detekce aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy
po aplikaci modulatoru

Histochemicka detekce GSNOR dle upravené metodiky publikované kolektivem Diaz
et al. (2004) byla provedena v listovych discich piipravenych z pravych (misto
aplikace) a levych (vedle mista aplikace) polovin patych listi N. tabacum cv. Samsung.
Vyuzity byly listy tabakd po aplikaci cPTIO, GSNO, inhibitoru GSNOR (N6022),
kryptogeinu X24 nebo destilované vody (kontrola vlivu mechanického poskozeni)
do pravé poloviny patého listu. Byly pfipraveny i kontrolni vzorky z patych listi rostlin
bez jakéhokoliv oSetfeni a kontrolni vzorky neobsahujici kompletni inkubacni smés,
postradaly bud’ GSH, NAD™ nebo formaldehyd & vsechny tyto tfi slozky najednou.
Dtvodem je eliminace vlivu pfitomnosti endogenniho GSH, NAD" a formaldehydu
véetné indukované oxidace GSH a formaldehydu jinymi enzymy. Casové intervaly
odbéra byly 4h po aplikaci (kryptogein X24, destilovana voda) a 24 h po aplikaci
(GSNO, cPTIO, inhibitor N6022, destilovana voda).

GSNOR aktivita byla detekovand v misté¢ praduchii po aplikaci modulatoric RNS
nebo kryptogeinu X24 (Obr. 34). Ve druhém opakovani se GSNOR aktivita nepodafila
detekovat. V naslednych pokusech je proto nutné potvrdit lokalizaci GSNOR, piipadné

potvrdit, Ze se jednalo 0 artefakt.

8 b)
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Obr. 34 Srovnani vysledkt histochemické detekce aktivity GSNOR v listovych discich
ptipravenych z pravych polovin patych listd N. tabacum cv. Samsung osetfenych: a), b) latkou
cPTIO nebo c), d) destilovanou vodou (kontrola). Listové disky byly ve vSech pfipadech
inkubované v kompletni inkuba¢ni smési s GSH, NAD" a formaldehydem. Snimky byly
poftizeny svételnym mikroskopem pti zvétseni 20x.

Vyrazna aktivita GSNOR byla detekovana Vv mechanicky poskozenych mistech
listovych diskt jako je misto vpichu latky (Obr. 35) a okraje listovych diskd, které byly
mechanicky poskozeny pii jejich ptipravé (Obr. 36d). Podatilo se také vyloucit
ovlivnéni vysledki piitomnosti endogenniho GSH, NAD" a formaldehydu (Obr. 36).

Tato metoda by tedy mohla byt vhodna pro testovani vlivu mechanického poskozeni

na aktivitu enzymu GSNOR.

Obr. 35 Histochemicky detekovana aktivita GSNOR v misté vpichu. Listovy disk byl
ptipraven z pravé poloviny patého listu N. tabacum cv. Samsung oSetfeného destilovanou vodou
(kontrola), inkubovan byl v kompletni inkubaéni smési s GSH, NAD" a formaldehydem.
Snimek byl pofizen svételnym mikroskopem pii zvétSeni 10x.

54



Obr. 36 Porovnani vysledkti histochemické detekce aktivity GSNOR vV listovych discich
pripravenych z patych listd N. tabacum cv. Samsung. Listové disky jsou pfipraveny z pravych
polovin listd rostlin bez jakéhokoliv osetieni. a) listovy disk inkubovany v inkubaéni smési bez
GSH, NAD" a formaldehydu b) listovy disk inkubovany v inkuba¢ni smési bez GSH ¢) listovy
disk inkubovany Vv inkuba¢ni smési bez NAD® d) listovy disk inkubovany Vv kompletni
inkubaéni smési s GSH, NAD" a formaldehydem.
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5 DISKUSE

5.1 Vliv aplikace elicitinii - hypersenzitivni reakce

Elicitiny jsou proteiny produkované patogeny disponujici schopnosti indukce obranné
reakce u rostlin (Keller et al., 1996). PfedloZzena diplomova prace byla cilena
na studium vlivu tlakové infiltrace patogennich proteini (elicitinl) do casti listd
N. tabacum cv. Samsung. Pfitomnost elicitini pouze v misté tlakové aplikace (prava
polovina listu) byla potvrzena experimentalné (Satkova et al., nepublikovana data).

Elicitin kryptogein, protein produkovany fytopatogenni oomycetou P. cryptogea,
ktera zpusobuje nekrosu listi rostlin N. tabacum, vyvolava u téchto rostlin
hypersensitivni reakci spojenou se systematicky ziskanou rezistenci (Lebrun-Garcia
et al., 1999). Pleskova et al. (2011) uvadi, ze 48 h po aplikaci kryptogeinu X24
tlakovou infiltraci byla pozorovana pouze lokalni nekrosa v okoli mista infiltrace.
Ve studii Dokladal et al. (2012) bylo zaznamenano poSkozeni pletiva celého listu
vlivem nekrotické aktivity tfi dny po oSetieni kryptogeinem X24, elicitin byl vSak
aplikovan namocenim fapikut listd do vodného roztoku kryptogeinu X24 po dobu 48 h.
V ramci diplomové prace se jednalo o piimou tlakovou aplikaci do pletiva listi
a vyrazna nekroticka aktivita byla pozorovana jiz 24 h po aplikaci kryptogeinu X24
(Obr. 18). Rozdilnad intenzita nekrotické odezvy ve vySe uvedenych publikacich
v porovnani s vysledky uvedenymi V prezentované diplomové praci je zpisobena
pouzitim jinych koncentraci elicitinu a v ptipadé Dokladal et al. (2012) i jinou
technikou aplikace. Pleskova a kolektiv (2011) pouzili koncentraci 10 nmol It
a50 nmol I'1 a v praci Dokladal et al. 2012 byla pouzita koncentrace kryptogeinu X24
250 nmol IV piipadé experimentd v piedlozené diplomové praci byla pouZita
koncentrace odpovidajici zptisobu aplikace elicitinu, tj. 100 nmol I,

V ramci predlozené studie byla potvrzena silngj$i nekroticka aktivita indukovana
po aplikaci mutantni formy kryptogeinu V84F do listového pletiva V porovnani
s kryptogeinem X24 (Obr. 18). Po aplikaci této formy elicitinu dochazi nasledné
I K vyraznému nekrotickému poSkozeni druhé poloviny listu, do které nebyl elicitin
aplikovan. ElicitinV84F ma vyssi schopnost aktivovat produkci ROS v ramci obrannych
mechanismt rostliny v porovnani s kryptogeinem, coz tzce souvisi s intenzitou
pozorované nekrotické reakce (Dokladal et al., 2012). V souladu s poznatky o vztahu
produkce ROS a nekrotické aktivity rostlin v rdmci obrannych reakci po napadeni

hostitelské rostliny patogennim organismem byla detekovand minimalni nekroticka
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odezva po aplikaci mutanta kryptogeinu L41F, ktery oproti kryptogeinu
a mutantni formy V84F indukuje minimalni produkci ROS (Dokladal et al., 2012).
Elicitin oligandrin produkovany patogenem P. oligandrum se fadi mezi na zaklad¢
hodnoty izoelektrického bodu (pI-4,5) mezi kyselé a-elicitiny (Picard et al., 2000),
na rozdil od kryptogeinu ktery je sekretovan fytopatogenni oomycetou P. cryptogea
a fadi se mezi tzv. bazické B-elicitiny (pl-8,5) (Lebrun-Garcia et al., 1999), pro které
je typicka zvySena schopnost aktivace hypersenzitivni reakce vedouci k nekrotickym
projevam. Tabak neni pfirozenou hostitelskou rostlinou patogenu P. oligandrum.
Oligandrin, stejn¢ jako mutant kryptogeinu L41F vykazuje vyznamné niz$i schopnost
produkce H,0, a dalsich ROS (Picard et al., 2000; Dokladal et al., 2012). Jako a-elicin,
které maji v 13. pozici (klicova determinanta nekrotické aktivity) maly nepoldrni valin,
by mé&l byt méné& toxickym elicitinem a vyvolavat nekroticky uginek v fadech pmol-1*?,
avSak na rozdil od jinych zastupcl a-elicitinh nemd u hostitelské rostliny schopnost
indukce hypersensitivni reakce spojené s nekrotickou aktivitou, z divodd rozdilného
pofadi aminokyselin v sekvenci (Picard et al., 2000). Oligandrin indukuje expresi fady
obrannych genii spojenych s tvorbou kyseliny jasmonové a ethylenu, majicich
vyznamnou roli v resistenci vic¢i chorobam (Kawamura et al., 2009). V patém listu
N. tabacum cv. Samsung ve shod¢ s poznatky Picard et al. (2000) nebyla u oligandrinu

pozorovana nekroticka aktivita (Obr. 18).

5.2 Vliv aplikace elicitinii na S-nitrosoglutationreduktasu
S-nitrosoglutathionreduktasa svou aktivitou, konkrétn¢ regulaci intracelularni hladiny
GSNO a nasledné 1 ucinklt NO v buiikkdch, miize ménit transnitrosylacni rovnovahu
mezi GSNO a S-nitrosylovanymi proteiny a tim se podilet na bunéné homeostaze NO.
GSNOR se vyznamné& podili na obranné reakci vyvolané biotickymi stresovymi faktory
spojené s rezistenci vici bakterialnim nebo houbovym patogentim (Leterrier et al.,
2011). Rovnéz bylo prokazano zapojeni GSNOR v regulaci patogenem indukované
hypersensitivni reakce vedouci k buné¢né smrti rostlin v procesu S-nitrosylace (Chen
et al., 2009) a jeji nezbytnost v ochran¢ bun¢k pted nitrosativnim stresem (Piterkova et
al., 2008; Letterier et al., 2011).

Diaz et al. (2003) uvadi, Zze pasobenim kyseliny salicylové, kterd je vyznamnym
mediatorem biotického stresu, dosSlo u rostlin tabaku ke zvySeni aktivity GSNOR, na
rozdil od kyseliny jasmonové, jejiz aplikace vyvolala pokles hladiny i aktivity GSNOR,
efekt pozorovany u A. thaliana byl opacny. V prezentované praci aplikace kryptogeinu
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X24 indukovala v mist¢ aplikace N. tabacum cv. Samsung V porovnani
s hodnotami naméfenymi v pravych polovinach listi rostlin oSetfenych jinymi
testovanymi elicitiny nejintenzivnéj$i narast specifické aktivity a to piedev§im 3 h
po aplikaci (Obr. 19-22). Jelikoz elicitace rostliny kryptogeinem zpusobi zvySeni
hladiny NO, ktera ovliviiuje dulezité fytohormony (kyselina jasmonova, ethylen
a kyselina salicylovd) regulujici ¢innost a hladiny dalSich rostlinnych obrannych latek
jako jsou razné proteinkinasy (Wiinsche et al., 2011), Ize usoudit na zakladé
zaznamenanych vySe zminénych vysledka (Diaz et al., 2003), Ze GSNOR je zapojena
v obranném mechanismu rostliny po napadeni patogenem a ze muze byt zpétné
regulovana hladinou fytohormont.

Jednoznacné nejvyS$i zmény ve specifické aktivité¢ ve srovnani s detekovanymi
ucinky aplikace zvolenych elicitini byly zaznameniny v rdmci lokalni systémové
odezvy a to v druhé poloviné listu (tj. mimo misto aplikace elicitinu) po elicitaci nejvice
toxicky pusobicim mutantemV84F v Casovém intervalu mezi 3 a 7 h (maximum 4 h)
po aplikaci), kdy byla specificka aktivita GSNOR zvySena cca trojnasobné. V souladu
s kinetickou studii byl pfi detekci hladiny GSNOR metodou Western blot nejsilnéjsi
signal po elicitaci mutantemV84F v levé poloving listu v ase 4 h po oSetfeni. V praci
Kubienova et al. (2014) byly detekovany vyrazné zmény aktivity GSNOR v listech
genotypit Cucumis spp. nachylnych po infekci patogenem Golovinomyces
cichoracearum ve srovnani s rezistentnimi genotypy. Toto tvrzeni naznacuje, ze vysoka
toxicita patogenu nebo naopak vysokd néchylnost hostitelské rostliny, indukuje
zvySenou hladinu GSNOR u rostlin. Feechan et al. (2005) uvadi, ze rostliny bez
GSNOR  aktivity akumuluji vy$§i mnoZstvi dusi¢nanl i nitrososloucenin a vykazuji
oslabené obranné reakce. Rostliny, které naopak vykazuji zvysenou aktivitou GSNOR
jsou vice odolné vi¢i virulentnim a mikrobialnim patogentim.

V rozporu s Feechan et al. (2005) jsou vysledky uvedené v pozdéjsi publikaci
Resterucci et al. (2007), kde bylo zjisténo, Ze A. thaliana se snizenou expresi GSNOR
vykazuje zvySenou bazalni odolnost viuc¢i P. parasitica, coz odpovida i vyssi hladiné
intracelularnich S-nitrosothiol® a konstitutivni aktivaci PR-1. SniZena aktivita GSNOR,
ale zvySena hladina S-nitrosothioli spojena s bazalni a ne-hostitelskou rezistenci byla
zaznamenana u A. thaliana infikované P. syringae pv. tomato DC3000 nebo
B. graminis (Feechan et al., 2005) ¢i u slune¢nice rezistentni k patogenni oomyceté
Plasmopara halstedii (Chaki et al., 2009). Snizena specificka aktivita GSNOR

v porovnani s kontrolou byla v ramci prezentované diplomové prace detekovana pouze
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po aplikaci mutanta L41F v misté aplikace, kde byla v porovnani s ostatnimi
testovanymi elicitiny, avSak ve shodé¢ s publikovanymi daty (Dokladal et al., 2012),
detekovana i nejmensi hypersenzitivni reakce.

Uginek aplikace oligandrinu na zmény specifické aktivity pravé poloving, byl nizsi
nez v piipad¢ aplikace kryptogeinu X24, na rozdil od levé poloviny kde bylo
detekovdno mirné zvyseni. ZvySena hladina GSNOR byla detekovana proteomickou
analyzou v kukufici oSetfené symbiotickou houbou Trichoderma harzianum, ktera
v semenaccich kukufice indukuje rezistenci vaci jinému zastupci rodu Pythium a to

P. ultimo (Chen et al., 2005).

5.3 Nitrace proteini

Nitrace tyrosinovych residui je modifikace slouzici k regulaci biologické funkce
proteind jako je enzymova aktivita ¢i pfenosu signalu v buiice. Nitrace proteinti mize
také souviset s obrannymi procesy organismi indukovanymi zvySenou produkci RNS
vlivem biotického a abiotického stresu (Romero-Puertas et al., 2007).

U rostlin byly nitrované proteiny poprvé detekovany u soji (Delledonne et al., 2001).
U citrusi byla detekovana zvySena nitrace proteinli o molekulovych hmotnostech 97,
66, 55 a 27 kDa v reakci na abioticky stres (Ziogas et al. 2013). V souvislosti s reakci
na abioticky stres byly detekovany nitrované proteiny s molekulovou hmotnosti
29-59 kDa v rostlinach hrachu (Corpas et al., 2008). V olivovych rostlinach vlivem
salinitniho stresu bylo pozorovano vyznamné zvySeni L-arginin-dependentni NOS
aktivity a detekovano mnozstvi proteini vykazujicich tyrosinovou nitraci v rozsahu
molekulovych hmotnosti 10-50 kDa (Valderrama et al., 2007). Déle byly pozorovany
nitrované proteiny u tabaku se sniZzenou aktivitou NR (10-50 kDa) (Morot-Gaudry-
Talarmain et al., 2002). U bunééné kultury tabaku BY-2 byly detekovany nitrované
proteiny s molekulovou hmotnosti v rozsahu 20-50 kDa, jejich zvySené mnozstvi bylo
indukovano pasobenim elicitinu z Phytophthory infestans INF1 (Obr. 37) (Saito et al.,
2006). Naopak Wilhelmova et al. (2006) uvadi, Ze u transgennich rostlin tabaku
se zvySenou hladinou cytokinint doslo k poklesu hladiny nitrovanych proteint.

V ramci diplomové prace byly provedeny pilotni experimenty zaméfené na detekci
nitrovanych proteini po aplikaci studovanych elicitinii. Po aplikaci kryptogeinu byl
detekovan v souladu s publikovanymi vysledky nitrace proteinti u tabaku a suspenze
tabakovych bun¢k (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2002; Saito et al., 2006) na rozdil

od kontrolnich vzorkt nitrovany protein o molekulové hmotnosti 42 kDa (Obr. 24a).
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Jedna se o predbézné vysledky, které v nasledujicich experimentech musi byt potvrzeny

a nitrovany protein identifikovan.

w  INF1 w  INF1
(E) (E)
01 6 1 6(h) 01 6 1 6(h)
l 97 kDa—{

66 kDa—| |
50 kDa—| == == == = w= ,

45 kDa—|

Obr. 37 Detekce nitrotyrosinu proteini tabakovych bunék BY-2 1. a 6h po oSetieni
50 nmol-1™ elicitinem INF1 (pievzato ze Saito et al., 2006).

5.4 Kinetické parametry S-nitrosoglutathionreduktasy

Substratem enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy mohou byt napft. alkoholy se stfedné
dlouhym fetézcem (cinnamylalkohol, geraniol, farnesol); dale také w-hydroxy-mastné
kyseliny, aldehydy a adukty GSH (HMGSH, GSNO) (Kubienova et al., 2013). V ramci
prezentované prace byly studovany kinetické parametry (Ky a Viim) redukéni reakce
GSNOR z N. tabacum cv. Samsung. Jako substrat slouzil S-nitrosoglutahion, ktery
je dle soucasnych poznatkl fyziologicky nejvyznamnéj$im substratem GSNOR. Bylo
prokazano, ze lidska ADH3 ma vyssi afinitu ke GSNO nez k HMGSH. Hodnota Ky pro
HMGSH je pfiblizn¢ 100x vyssi nez pro GSNO (Kubienova et al., 2013).

Vramci diplomové prace byla stanovena Michaelisova konstanta GSNOR
N. tabacum, jejiz hodnota 52,27 + 1,66 umol-I* je blizkd hodnoté Ky GSNOR
ze S. lycopericum 57 + 4 umol-1*(Kubienové et al., 2013). V Tab. 6 jsou shrnuty
Michaelisovy konstanty, které byly stanoveny u GSNOR riznych organismii pro
substrat GSNO. Nejvyssi hodnota byla stanovena u Taiwanofungus camphoratus
u GSNOR ze Staphylococcus aureus (Tavares et al., 2009), S. cerevisae (Fernandéz
et al., 2003), T. camphoratus (Huang et al., 2009), Brachiostoma floridae (Godoy et al.,
2006), S. lycopericum (Kubienova et al., 2013) a ¢lovéka (Green et al., 2012), B.
oleracea var. botrytis a L. sativa UCDM2 (Ticha, 2013) byly pouzity rekombinantné
exprimované enzymy izolované z E.coli. Krysi GSNOR (Jensen et al., 1998), byla

izolovana ptimo z krysich jater.
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S. lycopericum GSNOR vykazuje az 98% sekvenéni identitu s GSNOR
z N. atenuata. Procenta identity SIGSNOR s aminokyselinovymi sekvencemi dalSich
rostlinnych GSNOR jsou: 90% s A. thaliana a Z. mays; 67% s hGSNOR a 61%
s GSNOR ze S. cerevisiae (Kubienova et al., 2013).

GSNOR z B. oleracea var. botrytis vykazuje 97% sekvenéni identitu s GSNOR
A. thaliana, 91% s SIGSNOR, 90% s GSNOR L. sativa UCDM2 a Z. mays. Vysoka
hodnota sekvenéni identity GSNOR z B. oleracea var. botrytis byla jest¢ u GSNOR
P. sativum (89%); s hGSNOR byla 68% a s GSNOR S. cerevisiae (60%) (Ticha, 2013).

GSNOR z L. sativa UCDM2 vykazuje nejvyssi 90% sekvencni identitu s GSNOR
A. thaliana, B. oleracea var. botrytis a Z. mays. A stale vysokou vysokou sekven¢ni
totoznost (89%) s SIGSNOR a s GSNOR P. sativum (88%). Podobné jako SIGSNOR
a B. oleracea var. botrytis vykazuje vyrazné nizsi sekvenéni identitu s hGSNOR (69%)
a s GSNOR S. cerevisce (61%). Tyto poznatky potvrzuji vysokou sekvenéni identitu
rostlinnych GSNOR (Ticha, 2013).

Tab. 6 Srovnani stanovené hodnoty Ky (zeleng) pro substrat GSNO u GSNOR z N. tabacum
cv Samsung a publikovanych hodnot Ky pro GSNO u GSNOR z rliznych organismii a) i b).
Uvedené hodnoty jsou v umol-1". Vysvétlivky: ~ prevzato z Tavares et al., 2009; " ptevzato
z Fernandéz et al., 2003; ipfevzato zHuang et al., 2009; ¥ ptevzato z Jensen et al., 1998;
™ pievzato Green et al., 2012; ™ prevzato z Godoy et al., 2006; * pievzato z Ticha, 2013;
% prevzato z Kubienova et al., 2013.

a)
GSNOR S. aureus S. cerevisiae T. camphoratus Krysa Clovék
K 181" 150 2807 28° 37"
b)
GSNOR B. floridae L. sativa B. oleracea S. lycopersicum N. tabacum
K 56" 457 53# 57% 52

5.5 Hodnota ICsyinhibitoru GSNOR N6022

Organicka slou¢enina 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamoyl-2-methylfenyl)-
1H-pyrrol-2-yl) propionova kyselina (Obr. 38), zkracen¢ oznacovana jako N6022
je pomérné neddvno vyvinuté 1é¢ivo prvni tiidy slouzici k inhibici lidské GSNOR,
enzymu metabolizujicim GSNO a udrzujicim homeostazu NO (Green et al., 2012).
Pfi inhibici GSNOR latkou N6022 dochazi k akumulaci GSNO, zablokovanim jeho

metabolismu.
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(Reyneart et al.,, 2004). Tato inhibice se u zivoCiSnych modeli astmatu
a zanétlivych onemocnéni plic nebo stfev jevi jako bezpecna a G¢inna. V soucasné dobé

je N6022 v rané fazi klinického testovani i u lidi (Sun et al., 2011; Green et al., 2012).

/\ OH

2% N 0

07 “NH,

Obr. 38 Chemicka struktura inhibitoru N6022.

Tato mald molekula (414.46 kDa) je rychle a pevné se vazajici plné reverzibilni
specificky inhibitor GSNOR, ktery u hGSNOR vykazuje hodnotu ICsy 8 nmol-I™
a inhibi¢ni konstantu K; 2,5 nmol-11.U hGSNOR se véaze do vazebného mista GSNO
a reaguje mechanismem nekompetitivni inhibice. Vazba do aktivniho mista je tvofena
interakci propionové kyseliny bo¢niho fetézce inhibitoru se vSemi tfemi residui enzymu

hGSNOR tvoficimi anion-vazebnou kapsu (Obr. 39) (Green et al., 2012).

7N Y\ _4

Obr. 39 Vazba inhibitoru N6022 do aktivniho mista lidské GSNOR. Interakce N6022 s anion-
vazebnou kapsou obsahujici N6022 - GSNOR - NAD" ukazuje, Ze inhibitor interaguje s anion-
vazebnou kapsou svou kyselou komponentou, centralni region inhibitoru se podili
na hydrofobnich interakcich s mnoho residui podél vazebné S$térbiny a také Ze inhibitor
je soucasti tetrahedralni koordinace zinku. Vzdalenost vazeb (angstrdmy) je uvedena ¢arkované
(pfevzato z Green et al., 2012).
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Inhibiéni uc¢inky inhibitoru N6022 byly také testovany u GSNOR ze S. lycopersicum,
kde byla stanovena hodnota ICs; o dva fady vyssi nez u hGSNOR a to na 300 nmol-17?,
prislusnd hodnota inhibi¢ni konstanty byla 429 nmol-1* a byl stejné jako u hGSNOR
prokazan nekompetitivni charakter inhibice (Kubienova et al., 2013). SIGSNOR vs§ak
v publikaci Kubienova et al. (2013) potvrzuji, ze vazba N6022 je slabsi v porovnani
s lidskou GSNOR. Duvodem téchto rozdilt, stejné jako pozménéné substratové
specifity mize byt rozdilné slozeni residui tvoricich anion-vazebnou kapsu u lidské
a rostlinné GSNOR. Kubienova et al. (2013) uvadi, ze SIGSNOR postrada v anion-
vazebné kapse glutamin.

V prezentované diplomové praci byla stanovena hodnota ICsp inhibitoru N6022
371,2 nmol-1t u GSNOR N. tabacum cv. Samsung, kterd odpovida hodnoté ziskané
u SIGSNOR, coz mlze souviset s vysokou sekvencni identitou rostlinnych GSNOR
(98% v pripade S. lycopericum GSNOR a GSNOR z N. atenuata (Kubienova et al.,
2013)). Vysledky uvedené v piedlozené diplomové praci jsou v souladu i s daty
ziskanymi a prezentovanymi v diplomové praci Ticha (2013). V Tab. 7 jsou uvedeny
hodnoty inhibi¢nich konstant stanovenych pro GSNOR puvodem z B. oleracea
var. botrytisa L. sativa UCDM2 (Ticha, 2013) a S. lycopersicum (Kubienova et al.,
2013) (rekombinantni enzymy). Hodnoty 1C50GSNOR N. tabacum cv. Samsung jsou
fadoveé shodné se stanovenymi hodnotami K; pro rekombinantni GSNOR rostlinného
puvodu. Na zakladé téchto poznatkl se inhibitor N6022 jevi atraktivnim cilem in vivo

studii rostlinnych GSNORs.

Tab.7 Hodnoty inhibi¢nich konstant stanovenych pro rostlinné GSNOR. Uvedené

hodnoty jsou v nmol-1". Vysvétlivky: ~ prevzato z Ticha 2013; 7 ptevzato z Kubienova et al.,
2013.

GSNOR B. oleracea L. sativa S. lycopersicum

Ki(inhibitor N6022) 326 +8" 331+13" 429 + 307

5.6 Vliv aplikace modulatori na S-nitrosoglutationreduktasu
Karboxy-PTIO, GSNO a inhibitor GSNOR N6022 jsou latky modulujici hladinu RNS.
V ramci diplomové préace byl testovan vliv jejich aplikace na aktivitu enzymu GSNOR

za soucasné aktivace obranné reakce kryptogeinem X24.
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Slouc¢enina 2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid (Obr. 40)
oznaCovana jako cPTIO patii mezi nitronylnitroxidy je karboxyderivatem 2-fenyl-
4,4,5,5,-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxidu. Jedna se o stabilni organicky radikal
reagujici s NO s rychlostni konstantou 10* I'mol™s™ za vzniku iminonitroxidu a NO,.

Utinek latky cPTIO jako specifického lapage NO byl potvrzen v iadé studii
(Fernandéz-Marcos et al., 2012; D’Alessandro et al., 2013), v rostlinném vyzkumu
je cPTIO hojné vyuzivan v kombinaci s fluorescenénim barvivem 4-amino-5-
methylamino-2°,7 -difluorofloresceinem tzv. DAF-FM. Bylo v8ak prokazano,
ze schopnost cPTIO vychytavat NO mize byt snizena v piitomnosti riznych

redukujicich sloucenin, jako jsou glutathion nebo askorbat (D’Alessandro et al., 2013).

ch +:O
HsC7~N" C OH
HC 5

Obr. 40 Strukturni vzorec latky cPTIO (ptevzato z D’ Alessandro et al., 2013)

S-nitrosoglutathion ~ (GSNO)  systematickym  nazvem  2S-2-amino-5-[[2R-1-
(karboxymethyl-amino)-3-nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-ylJamino]-5-oxopentanova
kyselina (Obr. 41) je nejrozsifenéjsi nizkomolekularni S-nitrosothiol a protoze
je vyznamnym zdrojem NO invivo byva vramci experimenti v rostlinnych
I Zivo€isnych systémech vyuzivan jako fyziologicky donor NO (Liu et al., 2001).
N=0O
O S/

H
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Obr. 41 Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu (pfevzato z Kubienova et al., 2013).

Latka cPTIO aplikovand tlakové do pletiva listu nevyvolala detekovatelné zmény
struktury pletiva listu ani 48 h po aplikaci latky (Obr. 29c). V kombinaci
s kryptogeinem X24 byl do 24 h pozorovan srovnatelny uc¢inek jako v ptipad¢ aplikace
pouze kryptogeinu (Obr. 29b), zatimco reakce 48 h po aplikaci cPTIO v kombinaci
s kryptogeinem byla vyrazné¢ siln€jsi nez po aplikaci pouze kryptogeinu (Obr. 29c).
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Narozdil od ptsobeni cPTIO tlakova aplikace GSNO indukovala po 48 h slabou
nekrotickou aktivitu v misté¢ aplikace latky (Obr. 29c). Soucasna aplikace GSNO
s kryptogeinem X24 vykazovala slabsi nekrotickou aktivitu v porovnani s aplikaci
samotného kryptogeinu nebo kryptogeinu spolu s cPTIO (Obr. 29a,b,c).

Na zaklad¢ zaznamenanych zmén lze ptfedpokladat, ze po aplikaci kryptogeinu
dochazi k zapojeni NO v mechanismu obranné reakce rostliny. Jednou z moznosti mize
byt antioxida¢ni funkce NO. Reakci s reaktivnimi formami kysliku se NO muze podilet
na ochran¢ rostlin pfed oxidativnim stresem (Beligni et al., 2002; Guo a Crawford,
2005). Snizeni hladiny NO po aplikaci cPTIO s kryptogeinem muiize mit za nasledek
vys$$i hladinu ROS (zvySena produkce ROS po aplikaci kryptogeinu byla prokazana)
podilejici se na intenzivnéjs§i hypersensitivni reakci vedouci k destrukci rostlinného
pletiva.

Pfi pasobeni biotickych stresovych faktort ma NO vyznamnou funkci
v programované bunécné smrti (Vandelle et al., 2006), hypersenzitivni reakci
(Delledonne et al., 1998) a systémové odezvé (Capone et al., 2004). Byly prokazany
stimulacni pfipadné inhibi¢ni G¢inky NO na aktivitu enzymt u rostlin (napf.
nitratreduktasa, superoxiddismutasa, askorbatperoxidasa, katalasa (Misra et al., 2011).
NO také moduluje expresi fady geni. Vedle obrannych gent (PR-1) a enzymu
fenylalaninamoniaklyasy (EC 4.3.1.24) také indukuje expresi peroxidas (EC 1.11.1.x)
a ferritinu (1.16.3.1), klicovych enzymt biosyntézy kyseliny jasmonové (del Rio et al.,
2003). Pasobeni RNS v organismu je oznafovano jako tzv. nitrosativni stres a muze
vést k poSkozeni ptipadné modifikaci dalezitych bunécnych soucasti, jako je DNA,
proteiny, lipidy a jiné.

Oxid dusnaty a superoxid reaguji rychle za vzniku oxida¢niho a nitra¢niho ¢inidla
peroxodusitanu. Spolu s hemperoxidasou zprostiedkovavaji oxidaci a nitraci tyrosinu
(van der Vliet et al., 1997). Rostouci mnozstvi dtikazu poukazuje, Ze k nitraci tyrosinu
dochézi u rostlin v reakci na plsobeni biotickych a abiotickych stresovych faktori, kdy
dochazik sou¢asnému uvolnéni NO a ROS (Moreau et al., 2010). Vyznamnou roli
Vv regulaci proteini ma S-nitrosylace, ke které dochazi v reakci proteinu s NO nebo
pfenosem NO z nitrosothiolu na sulfhydrylovou skupinu cysteinového residua,
tzv. transnitrosylace (Moreau et al., 2010). S-nitrosylaci kli¢ovych komponent
antioxida¢niho obranného systému, které funguji jako bézné spoustéce pro ROS a NO
zprostfedkované signalizacni reakce, reguluje NO efekt svych reaktivnich forem

(Moreau et al, 2010). Vliv zvySené hladiny NO na zivy organismus potvrzuje
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experiment, kdy po tlakové aplikaci GSNO byla pozorovana slaba nekroticka aktivita
v misté aplikace latky, na rozdil od aplikace lapace NO, kterd vede naopak ke snizeni
koncentrace NO v pletivu listu. Vyssi hladina NO po aplikaci kryptogeinu v kombinaci
s GSNO by se mohla podilet na interakci s ROS vedouci ke snizeni oxidativniho stresu.

Vedle lapace NO cPTIO a donoru NO GSNOR byl v experimentech pouzit dalsi
modulator hladiny NO — inhibitor GSNOR N6022. Inhibitor GSNOR N6022 byl
puvodné vyvinut pro inhibici hGSNOR jeho inhibi¢ni ucinky byly prokazany
i v pfipadé rostlinné SIGSNOR. S ohledem na vysokou sekven¢ni podobnost
rostlinnych GSNOR, byl prokazan jeho inhibi¢ni u¢inek i na GSNOR z N. tabacum
cv. Samsung. Vlistech oSetienych pouze inhibitorem nebyla pozorovana
hypersenzitivni reakce spojena s nekrotickou aktivitou. Lze ptedpoklédat, Ze na rozdil
od piimé aplikace GSNO, inhibice GSNOR nevedla k vyznamné zvySené hladiné¢ NO,
ktera by se projevila nekrotickou aktivitou. Uginek inhibitoru ve spojeni s kryptogeinem
X24 po 48 hod aplikace byl silnéjsi nez v piipade aplikace pouze kryptogeinu, ale slabsi
nez v piipad¢ aplikace kryptogeinu s lapacem NO (cPTIO). Lze ptedpokladat,
ze hladina GSNO, ptipadné NO bude po inhibici GSNOR vys§i, coz se projevi
intenzivng]$i nekrotickou reakei rostliny. Predpoklad 1ze v nésledujicich experimentech
potvrdit stanovenim hladiny GSNO po aplikaci moduléatorti hladiny NO.

Modulatory NO cPTIO, GSNO 1 inhibitor GSNOR vyznamné ovlivnily aktivitu
enzymu GSNOR v obou ¢astech listu (v misté pfimé aplikace a v druhé poloving listu).
Nejvetsi zmény, témet 20 nasobny narlst aktivity byl zaznamenan 24 h po aplikaci
cPTIO, pouze 10 nasobny narust GSNOR aktivity byl detekovan po aplikaci GSNO
a pfekvapivé byl vyznamny nartst aktivity GSNOR detekovan i po aplikaci inhibitoru
GSNOR. Otazkou zlstava, zda nedoslo zejména v ptipad¢€ aplikace inhibitoru GSNOR
k aktivaci exprese daného enzymu. Této otazce se budou veénovat nasledujici
experimenty. Zajimava je reakce rostliny 1 mimo misto ptimé aplikace modulatoru, kde
byla rovnéz detekovana vyznamné zvySend GSNOR aktivita.

Zmény v aktivitich GSNOR po aplikaci modulator v kombinaci s kryptogeinem
nebyly tak vyrazné jako v piipadé samotnych modulétord. Vliv cPTIO v misté aplikace
na aktivitu GSNOR po elicitaci kryptogeinem byl minimélni. V ptipadé aplikace GSNO
a inhibitoru N6022 bylo zaznamenano cca dvojnasobné zvySeni aktivity jiz 2 h
po aplikaci modulatoru s kryptogeinem. V piipad¢ aplikace vSech modulatorti souc¢asné
s elicitinem byla aktivita GSNOR 24 pfipadné¢ 48 h po aplikaci nedetekovatelna.

Zajimavym vysledkem byla reakce pletiva v ptipad¢ testovani cPTIO v kombinaci
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s kryptogeinem X24 vedle mista piimé aplikace elicitinu, kdy byl zaznamenan podobné,
jako v ptipad¢ aplikace pouze samotného cPTIO, vyznamny narust aktivity GSNOR.
Vysvétleni pozorovanych zmén za dané¢ho stavu poznatkli, nelze podat. Je nutna
navazujici studie, ktera povede ke zdokumentovani aktivace dil¢ich regulacnich
mechanismt, jako je aktivace/inhibice enzymil, exprese proteini s danou funkei,
regulace nitraci a nitrosylaci, ovlivnéni Urovné oxidativniho stresu v rostling.
V predlozené diplomové praci se jedna o prvni realizované experimenty v ramci dané

problematiky, na které navazou nasledujici studie.
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6 ZAVER

Vysledky studia vlivu aplikace elicitind do listd tabaku (N. tabacum
cv. Samsung) poukazuji na mozné zapojeni GSNOR v obranné reakci modelové
rostliny v mist¢ aplikace elicitini piipadné i v ramci lokalni indukované reakce
Vv pfipadé elicitini indukujicich intenzivni nekrotické odezvy, tj. kryptogeinu X24

a jeho mutantni formy V84F.
Byly stanoveny kinetické parametry Ky a Viim GSNOR N. tabacum cv. Samsung.

Byla stanovena hodnota IC50 inhibitoru GSNOR N6022 u GSNOR N. tabacum
cv. Samsung. V naslednych experimentech bude vhodné stanovit dals$i parametry

inhibi¢ni aktivity N6022 jako je inhibi¢ni konstanta Ki a typ inhibice.

Experimenty zalozenymi na aplikaci modulatord NO v kombinaci s kryptogeinem
byl potvrzen vliv hladiny NO na nekrotickou aktivitu v ramci aktivace obrannych
mechanismt u listd tabaku (N. tabacum cv. Samsung). Nejvyraznéjsi nekroticka

aktivita byla pozorovana pii kombinaci latky cPTIO s kryptogeinem.

Byl detekovan vliv aplikace modulatorti hladiny RNS (lapa¢ NO — cPTIO, donor
NO — GSNO, inhibitor GSNOR N6022) na zvyseni aktivity GSNOR.

Zmény GSNOR aktivity po aplikaci modulatord hladiny NO v kombinaci

s kryptogeinem byly v porovnani s vlivem samotnych modulatorti vyrazné nizsi.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA/BIS
ADH3
APS
AtGSNOR
BSA
CADPR
cPTIO
DMSO
DTT
FADH
FW

Glc

GSH
GSNH;
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSOH
GSSG
H,0>
hGSNOR
HMGSH
HR

19G

1P

LDS
MAPK
MPO
N,O
NBT
NBT-BCIP

NH,OH

akrylamid-N,N-bisakrylamid
alkoholdehydrogenasy tiidy III

persiran amonny
S-nitrosoglutathionreduktasa z A. thaliana
hovézi sérovy albumin

cyklicka adenosinfosforibosa

2-4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid

dimethylsulfoxid

dithiothreitol
formaldehyddehydrogenasa

fresh weight (Cerstva véha)
glukosa

glutathion

glutathionsulfinamid
N-hydroxylsulfinamidovy intermediat
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathionsulfinova kyselina
glutathiondisulfid

peroxid vodiku

lidska S-nitrosoglutathionreduktasa
S-(hydroxymethyl)glutathion
hypersensitivni reakce
imunoglobulin G

inositoltrifosfat

dodecylsulfat lithny
mitogen-aktivovana proteinkinasa
myeloperoxidasa

oxid dusny

Nitroterazolium Blue chlorid
Nitroterazolium Blue chlorid ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-fosfatem

hydroxylamin
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NH3
NH,"
NO

NO

NO*
NO*
NO?*
NO,
NO,-BSA
NO*
NOS
NR
nsHB
Oy
ONOO’
PK
PMS
PMSF
PP

PR-1
Prx
RNS
ROS
RS-NO
SA

SDS
SIGSNOR
SNOs
SOD
TEMED
Tris-HCI
Tyr

WT
3-NT

amoniak

amoniovy ion

nitroxylovy anion

oxid dusnaty

nitrosoniovy kation

radikal oxidu dusnatého

dusitan

oxid dusicity

nitrovany hovézi sérovy albumin

dusi¢nan

syntasy oxidu dusnatého

nitratreduktasa

nesymbiotické hemoglobiny

superoxid

peroxodusitan

proteinkinasa
N-methylphenazoniummethylsulfat
phenylmethylsulfonylfluorid

fosfatasa

patogenesis related protein (s patogenesi souvisejici protein)
peroxiredoxiny

reactive nitrogen species (reaktivni formy dusiku)
reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
S-nitrosothioly

kyselina salicylova

dodecylsulfat sodny
S-nitrosoglutathionreduktasa ze S. lycopersicum
S-nitrosothioly

superoxiddismutasa

N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

tyrosinova nitrace (v Obr. 1)

wilde type (divoky typ)

3-nitrotyrosin
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