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Seznam pouzitych symboll a zkratek



CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti je vypracovani literarni reSerse, ve které budou shrnuty aktualni

poznatky na témata:

Rostlinny patogen Phytophthora infestans

Metabolismus a funkce oxidu dusného a dalSich reaktivnich forem dusiku (RNS)
v mikrobialnich bunikach (oomycety a houby), se zaméfenim na tlohu S-nitrosylace
proteint jako signaliza¢niho a regula¢niho mechanismu

Charakterizace biochemickych parametrti S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
se zam¢tenim na fyziologickou ulohu GSNOR v niz§ich organismech

Metody studia mutantnich proteind a nejnovéjsi techniky v klonovani gend

Cilem experimetnalni ¢asti je:

Klonovani GSNOR genu z Phytophthora infestans (PiIGSNOR), produkce
a purifikace rekombinantnich proteini (PiGSNOR-WT a jejich mutantnich forem
GSNOR-T95Q a GSNOR-S324T)

In vitro biochemicka charakterizace pfipravené¢ho rekombinantniho GSNOR enzymu
(teplotni stabilita, pH optimum, substratova specificita, studium inhibitori)

Urceni proteinové struktury metodou cirkularniho dichroismu

Porovnani vysledki mutanti PIGSNOR s mutantnimi formami SIGSNOR (GSNOR

z Solanum lycopersicum)



1. Uvod

Rada biotickych stresovych faktori pisobi na rostliny, které se musi branit utoku
riznych druhli patogenti. Po napadeni patogenem se rostliny brani aktivaci lokalni
a systémové odpovédi a produkei fady signalnich molekul jako je napt. oxid dusnaty
(Delledonne et al., 1998). S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je enzym ftadici se
do zinek-dependentnich alkoholdehydrogenas tiidy III. Katalyzuje NADH-dependentni
redukci S-nitrosoglutathionu na oxidovany glutathion a NH3, diky tomu mize regulovat
hladinu S-nitrosoglutahionu v bunce a chranit organismus pfed nitrosaénim stresem.
GSNOR tedy hraje dulezitou roli v signalnich drahach oxidu dusnatého v odpovédi
rostlin na biotické stresové faktory.
rostlin, jako je lilek brambor (Solanum tuberosum) nebo lilek rajce (Solanum
lycopersicum). Onemocnéni je vyvolano oomycetou Phytophthora infestans. Tvorba
plisni zpisobenymi P. infestans je pozitivné ovlivnéna vlhkem a chladem. Infekce
vyvolava nazloutlé, Sedohnédé az Cerné zbarvené nekrozy listi. Plisent bramborova
zna¢né snizuje vynosy plodin, 0 jiz mnohokrat bylo pti¢inou hladomorti. Hospodarské
Skody zptisobené timto patogenem se ro¢n¢ odhaduji na miliardy dolart. Nejaéinngjsi
ochranou pted P. infestans je ochrana chemicka, ktera je ov§em finanéné nakladna.
Skolici pracovisté Katedra biochemie P¥F UP v Olomouci se dlouhodob& zabyva
studiem ulohy reaktivnich forem dusiku a enzymu GSNOR v modelovém patosystému
Solanum lycopersicum-Oidium neolycopersici. Nyni se zafalo nové zaobirat
pochopenim interakce mezi Solanum lycopersicum a oomycetou Phytophthora
infestans. Nedavno byla publikovana prvni krystalova struktura GSNOR z rajcete
(SIGSNOR, Solanum lycopersicum, Kubienova et al., 2013a) a byla poloZzena otazka:
,,Ktera rezidua mohou byt klic¢ova pro enzymovou reakci?*“. Mistné fizenou mutagenezi
byly pfipraveny mutantni proteiny SIGSNOR, na které navazuje tato diplomova prace o
studiu mutanti PIGSNOR (GSNOR z P. infestans). Ziskané biochemické poznatky
studia mutantnich enzymu z patogena P. infestans budou porovnany s vysledky studia
mutanti GSNOR z rostliny Solanum lycopersicum jakozto hostitele P. infestans pro
dikladngj$i porozuméni mechanismiim interakce mezi rostlinnymi patogeny a jejich

hostiteli.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1  Phytophthora infestans
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary je jednim z nejvyznamnéjSich patogent
zpusobujici onemocnéni plisen bramborovou, kterd je nejdestruktivnéjSim
Ro¢ni ztraty zpiisobené timto patogenem se odhaduji na 6,7 miliard dolard. Existuji dvé
teorie ptvodu, a to bud’ ze stiedni oblasti Mexika, nebo Jizni Ameriky. V prvni
poloviné 19. stoleti se plisen rozsifila do Severni Ameriky, o néckolik let pozdé&ji
do zapadni Evropy a nasledné¢ do vSech evropskych zemi. V Evropé snizila vynos
brambor az 0 90 %. Nejvétsi epidemie P. infestans propukla v Irsku v letech 1845-1847,
kde zpisobila hladomor a umrti az milionu obyvatel (Henfling, 1987; Juroch, 2011).
Phytophthora infestans (Obr. 1) parazituje na nadzemnich c¢astech nejen lilku
brambor (Solanum tuberosum), ale i na jinych uzitkovych a okrasnych plodinach jako
jsou rajce (Solanum lycopersicum), lilek (Solanum melongena), paprika (Capsicum),
petunie (Petunia), durman (Datura stramonium) ¢&i tabak (Nicotiana). Infekce se
nejdiive projevuje Zlutohnédymi az tmavohnédymi skvrnami na svrchni strané listd,
na rubu se tvoii bilé povlaky. Pii vysoké vlhkosti dochazi k rychlému Sifeni a nadzemni
¢ast rostliny usychd. Napadeny jsou také hlizy, které jsou suché, koZovité a hnédé

zbarvené (Juroch, 2011).

Obr. 1 Mikroskopicka fotografie detailu sporangia (A), sporuluji mycelium (B)
a symptomy na listu (nekroza listu, C), ( pfevzato z http://umaine.edu/ipm/ipddl/plant-disease-
images/potato-late-blight-pathogen/, stazeno 2.4.2016).
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2.1.1 Biologické zarazeni

Podle nejnovéjsiho biologického zatazeni patii tento patogen do tise Chromalveolata,
kmene Heterokontophyta, oddéleni Oomycota, tiidy Peronosporomycetes, fadu
Pythiales, celedi Pythiaceae, rodu Phytophthora a druhu Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary (Juroch, 2011).

2.1.2 RozmnoZovani

Phytophthora infestans se dokaze rozmnozovat jak pohlavnim, tak nepohlavnim
roznaseny z hostitelské rostliny pomoci vétru a desté. Sporangium miize kli¢it pii
teplot¢ nad 15°C, rychle vyviji mycelium a nésledné¢ sporangia na listech, stoncich
a plodech. Pfi nizsich teplotach se mycelium nevytvaii, ale tvofi se bic¢ikaté zoospory,
které se uvoliuji, kli¢i a zpusobuji infekci. P. infestans je heterothalicky druh
a pohlavni rozmnozovani probihd mezi typy Al a A2 prostfednictvim pohlavnich
organt, jejichz splynutim nésledn¢ vznikaji oospory. Diky silnym bunécnym sténdm
oospory dlouhodobé¢ piezivaji ve zbytcich rostlin nebo v padée. Do 70. let 20. stoleti byl
znam pouze pohlavni typ Al, tudiz je pravdépodobné, Zze pohlavni rozmnozovani
nehraje v onemocnéni plisni bramborovou podstatnou roli. Pfitomnost obou pohlavnich
typtt vS§ak umoziuje rekombinaci a diky variabilité¢ genomu produkci novych a mozna

agresivnéjSich forem (Brasier, 1992; Davison, 1998; Kalina et al., 2005).

2.1.3 Interakce rostlina — Phytophthora infestans

Pro infekci timto hemibiotrofnim patogenem je duilezita ptritomnost vody na povrchu
rostlinnych organt. Diky vlhkému prostiedi dokaze P. infestans uvolnovat
ze zoosporangii zoospory. Existuji dva zplsoby penetrace zoospor do hostitelské
rostliny. Bud’ se vytvofi hyfa, kterd proriista skrz priduchy do pletiv, nebo pomoci hyfy
S apresoriem vytvaiejici penetracni hrot pronikaji do pletiv. Hyfy se v mezibunécném
prostoru rozrustaji v nepfehradkované mycelium. Pro vyZivu slouZi specializované
hyfy, tzv. haustoria, které Cerpaji Ziviny z nekrotizujicich bunék. Na mrtvych pletivech
dochazi ke sporulaci a vytvari se nové zoosporangiofory nesouci zoosporangia. Délka
nepohlavniho cyklu z&visi na podminkach prostiedi. Sporulace probihd v rozmezi teplot
3-26°C a vlhkosti nad 91 %. Pohlavni rozmnozovani je Casté koncem sezony, kdy
Vv pletivech dochazi k vytvoteni jednojadernych oogonii a vicejadernych anteridii, které

jsou od hyf oddé€lené ptepazkou. Po jejich splynuti se vytvaii tlustosténnd oospora, ktera
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na jate klici vlaknem nesouci zoosporangium. Do 10 dnt od infekce je patogen schopen

zoosporangia opét vytvorit (Cohen et al., 1997; Schumann and D’ Arcy, 2000).

2.1.4 Genom rodu Phytophthora

Phytophthora infestans ma genom o velikosti 240 megabazi (Mb). Ve srovnani
s dal§imi hlavnimi zastupci rodu Phytophthora ma P. infestans zdaleka nejvétsi
a nejkomplexnéjsi genom, nebot’ Phytophthora sojae ma velikost genomu 95 Mb
a Phytophthora ramorum 65 Mb (Tab. 1). To hraje velice vyznamnou roli pii adaptaci
patogenu na hostitele (Tyler et al., 2006). Genom Phytophthora infestans obsahuje
riznorodé skupiny transpozonti, 0 mnoho vice nez ostatni zastupci rodu Phytophthora.
Bylo identifikovano 273 elementli fadicich se do skupiny transpozonii nazyvanych
helitrony, jez se replikuji mechanismem otacivé kruznice. Velké mnozstvi helitronnich
otevienych Ctecich rdmcil jsou degenerované pseudogeny, které ztratily jiz sviij vyznam,
pouze 13 z nich je intaktnich a pravdépodobné funkénich. Genomy P. sojae
a P. ramonum intaktni elementy v helitronu neobsahuji. Porovnani genomul zastupcl
rodu Phytophthora odhaluje neobvyklé uspotadani genomu, ktery je slozen z Casti, kde
se nachazi konzervované geny a je zde pomérné¢ maly obsah repetici, a Ccasti
s nekonzervovanymi geny a vysokym obsahem repetici. Konzervované geny predstavuji
piiblizné 90 % obsahu ortolognich skupin, které u Phytophthora infestans zahrnuji
70 % gent kodujicich proteiny. Celkem bylo identifikovano 17 797 kodujicich gent.
Proliferace tzv. Gypsy elementi, coZ jsou elementy podobné retrovirim, vedla

K expanzi genomu. Pfiblizné tfetina genomu spadd do rodiny tzv. Gypsy elementi
(Haas et al., 2009).

Tab. 1 Charakteristika genomu zastupct rodu Phytophthora (pfevzato z Haas et al., 2009).

P. infestans P. sojae P. ramorum
Velikost genomu (Mb) 240 95 65
Pocet kontigi* 18,29 5,58 7,59
Celkova délka kontigti (Mb) 190 78 54,4
Pocet skafoldi* 4,91 1,81 2,58
Pocet repetici (%) 74 39 28
Pocet C+G nukleotidi (%) 51 54 54
Pocet genti 17,79 16,98 14,45

*Kontig- fetézec po sobé jdoucich ¢asti DNA, které vytvateji spojitou sekvenci
*skafold- polymerni mikro/nanokonstrukce, které zajist'uji interakci s extracelularni matrix a bufikami

-12 -



Phytophthora infestans, stejné¢ jako mnoho dalSich patogenti, obsahuje efektorové
proteiny, které dokazou meénit fyziologii hostitele, usnadiiuji kolonizaci, a jsou tak
dualezité pro vyvolani choroby. Geny specifickych efektorovych proteinii usporadanych
v genovych rodinach jsou u P.infestans zmnozeny (Kamoun, 2006). Efektorové
proteiny se déli do dvou skupin. Prvni skupinou jsou apoplastické efektory, které se
akumuluji v mezibunééném prostoru - apoplastu. Apoplastické¢ efektory fidi
hydrolytické enzymy, jako jsou proteasy, lipasy a glykosylasy, které pravdépodobné
degraduji rostlinna pletiva. Druhou skupinu tvoii cytoplazmatické efektory, které jsou
translokovany ptimo do bun¢k pomoci haustorii (Whisson et al., 2007). Sekvence
genomu Phytophthora infestans je klicem pro pochopeni tohoto patogenu. V genomu je
neobvyklé rozprostfeni hustoty genl. 74 % genomu tvoii repetitivni geny. Genomova

variabilita pomahd patogenu se rychle pfizplsobovat rezistenci rostlin

(Haas et al., 2009).

2.2 Posttransla¢ni modifikace proteini reaktivnimi formami dusiku

Posttranslacni modifikace (PTM) hraji u rostlin klicovou roli pfi poruchach regulace
tvorby nebo odbourdvani  vyslednych  modifikovanych  proteini v tadé
neurodegenerativnich onemocnéni a patologickych procest, napiiklad zanéta (Foster et
al., 2009). Podili se na struktufe, funkci, bunéc¢né lokalizaci a odbouravani proteind. Do
PTM se tadi acetylace, fosforylace, sulfurylace, isoprenylace ¢i ubikvitinace. Nemén¢
dialezité jsou pro rostlinu nitraéni a nitrosaéni modifikace. Reakce reaktivnich forem
dusiku s postranimi fetézci aminokyselin v proteinech vede K jejich nitraci, nitrosylaci
a oxidaci (Hnizdova et al., 2009). Nejvice prozkoumané jsou nitrace tyrosinu za vzniku

3-nitrotyrosinu a S-nitrosylace thiolovych skupin cysteint za vzniku S-nitrosocysteinu.

2.2.1 Nitrace proteinu

Nitrace je kovalentni posttranslaéni modifikace, ktera je zprostfedkovana reakci
nitra¢nich ¢inidel s rezidui tyrosinu (Y) za vzniku 3-nitrotyrosinu, nebo tryptofanu (W)
za vzniku 6-nitrotryptofanu, coz zapfi¢inuje vazbu nitro skupiny (NO2) do ortho polohy
aromatického kruhu aminokyselin (Gow et al., 2004). Nitrace tyrosinu ovliviiuje
dalezité vlastnosti aminokyseliny, jako je snizeni pK, fenylové skupiny ¢i zména
hydrofobicity. To mlze vést ke strukturnim a funkénim zménam proteinti, které mohou
zna¢né ovlivnit homeostazu bunky (Radi, 2013). Diky této modifikaci je zabranéno

fosforylaci, coz mize mit vliv na fadu signalnich drah v regulacnich mechanismech
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(Galetskiy et al., 2011). U rostlin byl 3-nitrotyrosin uren jako biomarker nitrosa¢niho
stresu (Radi, 2013).

2.2.1.1 Reak¢éni mechanismus nitrace

Nitraci aminokyselinovych rezidui zptisobuji nitraéni ¢inidla, ktera vznikaji
vzajemnymi reakcemi reaktivnich forem dusiku (RNS) a kysliku (ROS). Mezi nitra¢ni
¢inidla se fadi oxid dusnaty (NO), oxid dusi¢ity (NOy), peroxydusitan (ONOO),
kyselina dusita (HNO,) nebo nitrylchlorid (NO,CI). Nitrace proteint mtze probihat
n¢kolika mechanismy. Peroxydusitan (peroxydusitanovy anion) je velice silnym
nitratnim ¢inidlem, ktery vznika rychlou reakci oxidu dusnatého a superoxidového
anionradikalu a ptfenasi NO, skupinu na aromaticky kruh tyrosinovych rezidui
(Alvarez et al., 1996; Radi, 2004). Vzniklé meziprodukty dokazou nitrovat tyrosinova
rezidua. Dal§i cestou mulze byt tvorba kyseliny dusit¢ okyselenim dusitanu
(Ischiropoulos, 2003). Mechanismus tyrosinové nitrace je zalozen na reakci volnych
radikali (Tyre) s radikaly NO nebo NO,, nebot’ piima reakce Tyr s peroxydusitanem
neprobiha. Elektronovymi oxidanty mohou byt uhli¢itanové radikaly, kovové
oxo-komplexy (napf. myeloperoxidasa) nebo lipidy peroxylovych radikalti (Radi,
2004).

Nitraéni posttranslacni modifikace se v hojné mife vyskytuje také v pribchu
fotosyntézy, kde peroxydusitan inhibuje tvorbu kysliku na LHCII membranach ve
fotosystému II (Galetskiy et al., 2011). Peroxydusitan muze téz reagovat s CO,
za vzniku *CO3" a NOy, ktery je silnym nitraénim ¢inidlem. Nitrace tyrosinu muze také
vznikat reakci oxidu dusnatého s tyrosylovymi radikaly (Astier a Lindermayr, 2012).
Tvorba reaktivnich forem dusiku z *NO vyZaduje pfitomnost oxidac¢nich ¢inidel, jako je
superoxidovy radikal nebo peroxid vodiku, jejichz produkce miize byt ovlivnéna
samotnym NO radikdlem nebo stejnym mediatorem, ktery ovliviiuje produkci oxidu
dusnatého. Oxid dusiCity vznika reakci *NO s molekularnim kyslikem (Radi, 2004).

Reakce tyrosinu s radikaly NO, a NO mohou vést nejen ke vzniku 3-nitrotyrosinu,
ale také k jinym derivatim tyrosinu, napiiklad k 3,3-dinitrotyrosinu. I kdyZ je vznik
3-nitrotyrosinu  kineticky preferovangjsi, oba procesy mohou spolu koexistovat.
VétSinou se tak dé&e ve tkanich pifi degenerativnich onemocnénich a procesu
senescence. Nitrace tyrosinovych zbytka je zavisla na pH (Radi, 2013). Selektivitu

nitrace mohou ovliviilovat nékteré faktory, jako je mmnozstvi tyrosinovych zbytka,
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vzdalenost mezi proteiny a nitracnimi ¢inidly nebo obsah zadanych rezidui v sekvenci,

ktera podporuje nitraci (Ischiropoulos, 2003).

2.2.1.2 Detekce nitrovanych proteini

Nitrované proteiny byly detekovany ve velké fadé onemocnéni a byla také prokazana
jejich souvislost s procesem starnuti. Studium této PTM, zaloZené na specifické detekci
nitrotyrosinové skupiny, muze byt provedeno metodami imunochemickymi,
bioanalytickymi nebo hmotnostné-spektrometrickymi analyzami. Imunochemické
studie vyuzivajici komer¢n¢ dostupné monoklonalni ¢i polyklonalni protilatky proti
proteinu s 3-nitrotyrosinem jsou uzite¢né pro detekci bunééné distribuce nitrovanych
proteini. Proteomické analyzy (nejcastéji kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii nebo MALDI-TOF analyza) maji za ukol
identifikovat preferovand mista nitrace proteind. Nitrace tyrosinovych rezidui probiha
za bazalnich fyziologickych podminek a je zesilend pii plsobeni oxidanti a NO
radikali (napf. pii zanétu). Nitrace se piednostné zaméfuje na jednu podskupinu
proteinu (Radi, 2004).

2.2.1.3 Vliv nitrace u rostlin

U rostlin byla nitrace proteini pozorovana nejen za fyziologickych podminek, ale taktéz
u biotického i abiotického stresu. Nitrac¢ni posttranslacni modifikace se v hojné mife
vyskytuje v prubéhu fotosyntézy, kde peroxydusitan inhibuje tvorbu kysliku na LHCII
membranach ve fotosystému II, jelikoz nitraci proteinu D1 (PsbA) dochazi k rozpadu
jeho dimeru (Galetskiy et al., 2011; Corpas et al., 2013). Nitrace zpusobila pokles
aktivity napf. ve slunenici u enzymu S-adenosyl-L-homocysteinhydrolasy,
ferredoxin-NADPreduktasy a karbonathydrolasy. U a-tubulinu v mikrotubulech u ryze
a tabakovych bunéénych kultur vedla nitrace k inhibici mitézy. U Arabidopsis thaliana
byl zaznamenan pokles methioninsyntethasy a glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy
(Corpas et al., 2013). Stejn¢ tak nitrace monodehydroaskorbatreduktasy u hrachu setého
ma za nasledek inaktivaci tohoto enzymu (Begara-Morales et al., 2014). ZvySena
nitrace u A. thaliana byla detekovana pii aktivaci transkripce obrannych gent a indukci
hypersenzitivni odpovédi (Alamillo a Garcia-Olmedo, 2001). Ve studiich Feigl et al.
(2016) byl sledovan vliv zinku na S-nitrosylaci u dvou druht Brassica: B. napus
aB.juncea. Nadmérné mnozstvi zinku ma v rostlin¢ toxické ucinky a vliv na
metabolismus ROS a RNS. Tim dochazi ke zméné obsahu nitrovanych proteind.

V porovnani ma B. juncea vétsi toleranci ke koncentraci zinku diky zvySené hlading
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peroxidu vodiku, oxidu dusnatého a vysokému obsahu nitrovanych proteint. Castillo
etal. (2015) zjistili, Ze nitrace tyrosinovych rezidui inhibuje pfenos signalu kyseliny
abscisové, a tim ovliviiuje citlivost bun€k k tomuto fytohormonu. Studie na pepii
(Capsicum annuum) vykazuje souvislost nitrace s procesem dozravani, kde byla
detekovana zvysSena hladina nitrovanych protein. Ty maji vliv na procesy fotosyntézy,

biosyntézy aminokyselin ¢i proteolyzy (Chaki et al., 2015).

2.2.2 S-nitrosylace

Dal$im mechanismem, ktery ovliviiuje buné¢né procesy, je S-nitrosylace. Tato
posttranslaéni modifikace je zalozend na reakci oxidu dusnatého a thiold, prevazné
rezidui cysteinu. Oxid dusnaty muze reagovat s ptechodnymi kovy, a to zejména s ionty
zeleza, které mohou byt volné i vazané na nekteré slouceniny. Hlavnimi misty ptisobeni
NO jsou kovy v guanylatcyklase, cytochrom c¢ oxidase nebo v hemoglobinech
(Lindermayr a Durner, 2009). U¢inky oxidu dusnatého maji vliv na zménu lokalizace
a aktivity proteinu a na interakci protein-protein. Tim ovliviiuji fadu fyziologickych
funkci, jako je termoregulace, rezistence k chorobam nebo rust rostlin (Feechan et al.,
2005). Thioly a thiolové radikaly mohou byt soufastmi proteini nebo zbytky
nizkomolekularnich sloucenin, naptiklad glutathionu (Lindermayr a Durner, 2009).
S-nitrosylované proteiny slouzi pfedev$im jako z4sobni a transportni formy oxidu

dusnatého in vivo.

2.2.2.1 Reak¢ni mechanismus S-nitrosylace proteinii

Pfimé reakce oxidu dusnatého a thiolii by z fyziologického hlediska probihala pfiilis
pomalu, a proto dochdzi k modifikaci jinymi zplsoby. S-nitrosylace cysteinovych
rezidui zé&visi na jejich umisténi ¢i lokalizaci v molekule a na povaze okolnich
aminokyselinovych rezidui. Poloha cys rezidua v hydrofobni kapse dokaze zvySovat
koncentraci nitrosylaéniho cCinidla (Astier a Lindermayr, 2012). Oxid dusnaty muze
reagovat s redukovanymi thioly za vzniku S-nitrosothiolti (Obr. 2). Jeho oxidace vede
K tvorb& vyssich oxidi, napiiklad oxidu dusitého. Nitrosonium (NO™), forma oxidu
dusnatého, vznikla katalyzou s pfechodnymi kovy a mutze reagovat s thiolovou
skupinou (R-S") cysteinu za vzniku S-nitrosothiold (RSNO). Podminkou je, Ze thiol
musi byt v bezprostiedni blizkosti zdroje NO”, jelikoZ nitrosonium neni ve vodé
stabilni. Jiné formy NO, radikal oxidu dusnatého (*NO) a nitroxylovy anion (NO),
nejsou tolik reaktivni jako nitrosonium a s thioly pfimo nereaguji (Astier a Lindermayr,

2012). Dalsi reakci je transnitrosylace, pii které je prenesen oxid dusnaty
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z S-nitrosothiolu (RSNO) na thiolovou skupinu rezidua cysteinu (Stulemeijer a Joosten,
2008).

Modifikace proteinti S-nitrosylaci probiha bez enzymové katalyzy a je reverzibilni.
Ptikladem neenzymatické katalyzy je fotolytické Stépeni nebo rozklad pomoci médi ¢i
rtuti (Lindermayr a Durner, 2009). Kontrolnim mechanismem zpétné vazby je
denitrosylace, ktera byla popsana pii svételnych reakcich nebo reakcich s redukénimi
¢inidly (Kovacs a Lindermayr, 2013). Metabolismus S-nitrosothioli muze byt
regulovan vedle neenzymatickych procesti i enzymovou katalyzou. Mezi enzymy
degradujici S-nitrosothioly patii thioredoxin (Trx) a S-nitrosoglutathionreduktasa
(GSNOR; Benhar et al., 2009; Feechan et al., 2005).

@@d S-nitrosyla¢ni ¢inidla
N,0,/NO
@ @

g— SH Substraty pro S-nitrosylaci %— S
%— SNO

S-nitrosothiol

Obr. 2 Ptehled hlavnich reakci vedoucich ke vzniku S-nitrosothioli. Primarni reakce radikalu
oxidu dusnatého se superoxidem (O,’), molekularnim kyslikem (O;) nebo redoxnimi kovy (M)
vedou ke vzniku S-nitrosyla¢nich ¢inidel peroxidusitanu (ONOOY), vysSich oxidi nebo
kovovych komplexii. S-nitrosothioly mohou téZz vznikat reakci nitroxylovych aniontt
s redoxnimi kovy nebo ptimou reakei nitrosonia s thiolovou skupinou (pfevzato z Lindermayr
a Durner, 2009).

2.2.2.2 Metody detekce S-nitrosylovanych proteini

Proteomické analyzy S-nitrosylovanych proteini zacinaji vzdy kvantifikaci obsahu
téchto proteini ve vzorku. Princip stanoveni koncentrace je zalozen na detekci
uvolnéného oxidu dusnatého z thiolovych skupin S-nitrosothiolti. Oxid dusnaty je

uvolnén fotolyzou nebo pomoci piechodnych kova (Cu’, ng+). Nasledna detekce
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probiha riznymi metodami zalozenymi na chemiluminiscenci, kolorimetrii, fluorescenci
nebo elektrochemii. Pro kolorimetrické stanoveni se vyuziva Savillova metoda, ktera je
zalozena na  diazota¢ni reakci dusitani vznikajicich rozkladem S-nitrosothiolt
Vv piitomnosti rtutnatych soli s modifikovanym Griessovym ¢inidlem (Saville, 1958).
Fluorescen¢ni metody detekujici nanomolarni koncentrace vyuzivaji ¢inidla jako je
4,5-diaminofluorescein (DAF2-DA) nebo 2,3-diaminonaftalen (DAN), pouzivana je
také chemiluminiscen¢ni metoda, pii niz reaguje oxid dusnaty s ozénem (Os3) za vzniku
oxidu dusicitého (Gow et al., 2007).

Diky nizké stabilit¢ S-NO vazby a nizké koncentraci S-nitrosylovanych proteinti
invivo je pifima detekce proteinu narofna a vyuziva se spiSe metod nepiimych.
V poslednich patnécti letech byly vyvinuty techniky, jejichz pomoci lze tyto proteiny
detekovat. Nejpouzivanéj$i metodou, ktera dokaze tyto S-nitrosylované proteiny
detekovat, je metoda biotinového piepinace (Biotin switch technige, BST, Obr. 3), ktera
byva spojena s naslednou chromatografii nebo hmotnostni spektrometrii. Tato metoda
byla vyvinuta v roce 2001 a u rostlin byla poprvé vyuzita u Arabidopsis thaliana (Astier
a Lindermayr, 2012). Principem této techniky je tfikrokova reakce. Nejdiive dochazi
k blokaci vSech cysteinovych rezidui S-methylmethanethiosulfonatem (MMTS)
s naslednou redukci nitrosylovanych rezidui askorbatem. Poslednim krokem je znaceni
vzniklych redukovanych thiolt, které byly pivodné S-nitrosylovany, pomoci
specifického  modifikaéniho  ¢inidla, jakym je  naptiklad  biotin-HPDP
(N-[6-(biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)propionamid). Tyto znacené proteiny
mohou byt dale detekovany metodou Western-blot s vyuzitim anti-biotin protilatky
nebo purifikovany pomoci afinitni chromatografie (avidin-agarosova matrice).
Na podobném principu jako je Biotin-switch je zaloZena napt. technika His-tag switch,
SNOSID (SNO-Site Identification) nebo SNO-RAC (S-Nitrosothiols
Resin-Assisted-Capture, Obr. 3). Dalsi metodou pro detekci S-nitrosylovanych proteind
je 2D gelova elektroforéza za vyuziti specifickych fluorescen¢nich barviv. Principem je
zablokovani volnych thiolovych skupin a oznaceni S-nitrosylovanych vzorkl
fluorescenénimu barvivy s néaslednou separaci pomoci 2D gelové elektroforézy

a identifikaci na hmotnostnim spektrometru (Hao et al., 2006; Jaffrey et al., 2001).
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Obr. 3 Piehled metody ,biotin-switch® a jejich modifikaci pro detekci a identifikaci
proteinovych S-nitrosothiolti (pfevzato z Ticha et al., 2015).

2.2.2.3 Vliv S-nitrosylace v rostlinach

Stejné jako nitrace, je i S-nitrosylace spusténa vlivem biotického a abiotického stresu
a modifikuje rizné signalni drahy. Ptikladem jsou: drdha pies receptor spfazeny
s G-proteinem, receptory smrti zprostfedkovavajici apoptdézu, neurotrasmise
prostfednictvim glutamatu, stimulace syntézy prostaglandinu ¢i skladani proteinii
(Astier a Lindermayr, 2012). V nestresovanych rostlinach, tedy za fyziologickych
podminek, je S-nitrosylace podstatna pro udrzeni oligomerni formy regulaéniho
proteinu NPR1 (non-pathogenic related protein 1). Pokud je rostlina vystavena ptisobeni
stresu, dochazi k aktivaci kyselinou salicylovou a monomer NPR1 proteinu reguluje
transkripci obrannych gent (Tada et al., 2008). U Arabidopsis thaliana bylo prokazano,
ze S-nitrosothioly usnadnuji hypersenzitivni odpovéd Vv nepiitomnosti kyseliny
salicylové. Bé&hem hypersenzitivni reakce, NO zvySuje syntézu ROS pomoci
S-nitrosylace NADPoxidasy (AtRBOHD; Wang et al., 2013; Yun et al., 2011).
U A. thaliana také dochazi k nitrosylaci S-adenosylmethioninsynthetasy, coz vede
K inhibici jeji enzymové aktivity (Lindermayr et al., 2006). V jejich kotenech je
rovnovaha S-nitrosylovanych a denitrosylovanych proteinti ovlivnéna auxinem, jelikoz
zpusobuje inhibici aktivity askorbatperoxidasy 1 (Correa-Aragunde et al., 2013).
U hrachu setého stimuluje S-nitrosylace askorbatperoxidasy degradaci peroxidu vodiku
(Begara-Morales et al., 2014). Ortega-Alistego popisuje studii tfech S-nitrosylovanych

proteini v peroxisomech  hrachu setého, chloramfenikolacetyltranferasy,
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glykolatoxidasy a malatdehydrogenasy, které maji vliv na fotorespiraci, [-oxidaci
a detoxifikaci ROS (Ortega-Galisteo et al., 2012). U $penatu a A. thaliana byla popsana
inhibice aktivity NAD"-dependentni glyceraldehyd-3-fosfatdeghydrogenasy (GAPDH),
kterd je nezbytna v procesu glykolyzy u vSech organismu (Holtgrefe et al., 2008).
V jadre tabakovych bunc¢k bylo vSak prokazano, ze S-nitrosylace GAPDH nema
na aktivitu tohoto enzymu zadny vliv (Wawer et al.,, 2010). V bakalaiské praci
K. Markové (2015) byla sledovana hladina S-nitrosothiolti u nékolika genotypu rajcete,
Solanum lycopersicum cv. Amateur, Solanum chmielewskii a Solanum habrochaites, po
inokulaci patogenem Phytophthora infestans. Po napadeni rostlin oomycetou doslo
K nardstu koncentrace S-nitrosylovanych proteinti, zato vSak klesla hladina
S-nitrosoglutathionreduktasy,  ktera  je  kliCovym  enzymem  katabolismu

S-nitrosoglutathionu.

2.2.2.4 S-nitrosoglutathion

Nejrozs§ifengj$im S-nitrosothiolem je derivat glutathionu S-nitrosoglutathion (GSNO;
2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-nitrososulfanyl-1-oxopropan-2-ylJamin
0]5-oxopentanova kyselina), ktery je zasobarnou oxidu dusnatého a také nedilnou
soucasti signalnich drah NO (Broniowska et al., 2013). Vznika S-nitrosylaci tripeptidu
glutathionu (GSH; v-L-glutamyl-L-cysteinylglycin), ktery je jednim z hlavnich
nizkomolekularnich antioxidanti v rostlinach. V bunkdch je GSH pfitomen
v redukované formé&, v ramci oxidativniho stresu je oxidovan na glutathion disulfid
(GSSG) a enzymaticky opét redukovan. GSNO zprostfedkovava posttransla¢ni
modifikaci proteind transnitrosylaci na S-nitrosocystein (Cys-NO). Denitrosylace
GSNO na GSSG je regulovana aktivitou enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR).

2.3 S-nitrosoglutathionreduktasa

2.3.1 Kilasifikace

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je enzym patfici do tfidy oxidoreduktas
s elektronovym akceptorem NAD® nebo NADP® (EC 1.1.1.) a fadi se mezi
zinek-dependentni alkoholdehydrogenasy ttidy III (ADH3; EC 1.1.1.1.). Ve starsi
klasifikaci byla oznaCovana jako glutathion-depententni formaldehyddehydrogenasa
(EC 1.2.1.1.). Po objasnéni reakéniho mechanismu, kdy bylo zjiSténo, Ze substratem

neni glutathion, ale samovolné vznikajici adukt glutathionu a formaldehydu,
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S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH), bylo oznaceni EC 1.2.1.1. zruSeno a enzym
byl klasifikovan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC 1.1.1.284).
Systematicky nazev je S-(hydroxymethyl)glutathion: NADoxidoreduktasa. Néazev
S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je v dnesni dob¢ sice nejpouzivanéj$im, zatim
vSak nebyl nazvoslovnou komisi mezinarodni unie pro biochemii a molekularni biologii
NC-IUBMB mezinarodn¢ uznan (Liu et al., 2001; Schomburg et al., 2000; Uotila
a Koivusalo, 1979).

2.3.2 Struktura
Jako vSechny alkoholdehydrogenasy tvoifi GSNOR homodimer (Obr. 4), z nichz kazdy
obsahuje v aktivnim misté dva zine¢naté ionty. Kazda jednotka dimeru ma cca 40 kDa
a sklada se ze dvou domén: velké koenzym-vazebné a malé katalytické, pfi¢emz aktivni
misto se nachazi na rozmezi téchto domén. Oba atomy zinku jsou Vv katalytické doméné,
ale pouze jeden je v aktivnim misté a ma katalytickou funkci. V lidské GSNOR je
katalyticky zinek vazan na rezidua cysteinu 44, histidinu 66, cysteinu 173 a molekulu
vody (Sanghani et al., 2003). Crotty (2009) ve své dizertacni praci popisuje navic vazbu
zinku na glutamin 68. U GSNOR v rajc¢eti (Solanum lycopersicum, SIGSNOR) je
katalyticky zinek vazan na rezidua cysteinu 47, cysteinu 177, histidinu 69
a glutaminu 70 (Kubienova, 2013a). Druhy zinek je vazan na Ctyfi cysteiny a jeho
funkce je strukturalni (Engeland et al., 1993; Sanghani et al., 2002, 2003). Cely dimer
je pak drzen strukturou dvanacti fetézcti pseudo-kontinualniho beta listu, které tvofi
vétsinu koenzym-vazebné domény (Crotty, 2009). Enzym GSNOR je vysoce
konzervovany.

GSNOR je ve své struktufe velmi bohaty na cystein. Xu et al. (2013) analyzovali
u AtGSNOR (Obr. 5) z A. thaliana devét vysoce konzervovanych cysteint, které
nekoordinuji na zinek a nejsou tak piistupné pro rozpoustédlo. Ptistupné rozpoustédlu
jsou pouze tfi cysteiny, které tak mohou podléhat posttransla¢nim modifikacim, jako je
nitrosylace, glutathionylace nebo reverzibilni oxidace. Je zfejmé, Ze tyto tfi cysteinova

rezidua maji funkci pfti regulaci aktivity GSNOR.
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(B) (C)

Obr. 4 Struktura GSNOR ze tii organismti: (A) GSNOR z Arabidopsis thaliana; ¢ervenou
barvou je znazornéna katalytickd doména, koenzym-vazebna doména je znazornéna zelen¢,
modré jsou atomy zinku (Crotty, 2009); (B) GSNOR ze Solanum lycopersicum v komplexu
s koenzymem NAD®; &ernou barvou jsou znafené katalytické domény, bézova je
koenzym-vazebna doména, atomy zinku jsou zelen; NAD" je znazornéna barevnymi kulickami
(Kubienova et al., 2013a); (C) GSNOR z Homo sapiens v komplexu s koenzymem NADH,;
svétle zelené je zobrazena koenzym-vazebna doména, katalytické domény jsou zbarveny tmaveé
zelen¢ a modre, katalytické ionty zinku jsou zobrazeny Cervené, strukturalni hnédé, molekuly
NADH jsou fialové, dilezita vazebna mista pro substrat jsou znazornény oranzové (Yang et al.,
1997).

Obr. 5 Molekula AtGSNOR, ve které jsou znazornény tii cysteiny pfistupné pro rozpoustédlo —
Cys10, Cys271, Cys370 (Xu et al., 2013).

2.3.3 Kinetické parametry

Struktura aktivniho mista GSNOR se od alkoholdehydrogenas tiidy I (ADH1) vyrazné
1i$i. U SIGSNOR jsou rezidua 53-59 a 113-120 situovany dal od aktivniho mista, které
je tak rozsifené a tvoii vétsi vazebnou doménu pro substraty (Kubienova et al., 2013b).
Diky tomu ma jinou substratovou specifitu a kinetické vlastnosti. GSNOR je S$patné
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saturovana malymi molekulami, jako je napf. ethanol, ale jeji aktivni misto je
uzpusobeno pro vazbu vétSich  molekul, jako je  S-nitrosoglutathion,
S-hydroxymethylglutathion, alkoholy s dlouhym fetézcem a w-hydroxymastné kyseliny.
Zde hraje klicovou roli arginin 114, ktery se podili na vazb¢ téchto velkych substrata,
jelikoz nese kladny néboj, ktery umoznuje spravnou orientaci pro vazbu negativné
nabitych molekul. Mezi alkoholy s dlouhymi fetézci, které dokdze GSNOR katalyzovat
za ucasti NAD", miizeme zafadit farnesol, geraniol nebo cinammylalkohol za vzniku
jejich aldehydt. U hydroxymastnych kyselin je hlavnim zastupcem kyselina
12-hydroxydodekanovd, kterd ma katalyticky niz$i G€innost nez jmenované alkoholy.
Jeji vazbu zprostiedkovavaji rezidua GInl11l, Argl14 a Lys283 (Engeland et al., 1993).
GSNOR je také schopna katalyzy dalSich S-nitrosothiold kromé GSNO, a to
S-nitrosocysteinu a S-nitroso-N-acetylcysteinu.

Jak vyplyva z tabulky 2, nejvyssi katalyticka a¢innost pro GSNO byla zaznamenana
u Cloveéka. Z rostlinnych GSNOR vykazuje nejvyssi ucinnost u Arabidopsis thaliana.

cvwr

(Antrodia camphorata).

Tab. 2 Porovnani Michaelisovych konstant (K;) GSNOR u jednotlivych organismt pro dva
substraty a jejich dva koenzymy.

GSNO NADH HMGSH NAD*
Km (uM) Km (uM) Km (uM) Km (uM)

ACGSNOR! 280 210 1200 1310
AtGSNOR? 26 17 * 40
BoGSNOR?® 53 54 66 68
hGSNOR 1* 27 30 1,4 7
hGSNOR 2° 4.6 1,7 * 6,5
LsGSNOR® 45 64 66 61
RtGSNOR’ 28 24 * *
ScGSNOR® 150 130 20 45
SIGSNOR? 57 58 58 40

* nepublikovano

'Antrodia camphorata (Huang et al., 2009)

?Arabidopsis thaliana (Crotty, 2009)

*®Brassica oleracea, Lactuca sativa (Ticha, 2013)

*Homo sapiens - protein izolovany z jater (Fernandez et al., 2003)
°Homo sapiens - rekombinantni protein (Crotty, 2009)

'Rattus rattus (Jensen et al., 1998)

8Saccharomyces cerevisiae (Fernandez et al., 2003)

%Solanum lycopersicum (Kubienova, 2013b)
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2.3.4 Reak¢éni mechanismus

S-nitrosoglutathionreduktasa katalyzuje oxidaci HMGSH na S-formylglutathion za
vyuziti koenzymu NAD". Pozd&ji byla objevena vyznamné&jsi reakce, a to ireverzibilni
NADH-dependentni redukce GSNO za vzniku oxidovaného glutathionu (GSSG)
a amoniaku (Obr. 6). N-hydroxysulfinamid (GSNHOH) je nestabilni meziprodukt, ktery
se preskupuje na glutathionsulfinamid (GSONH.). Ten je ve vodném prostiedi snadno
hydrolyzovan na stabilni kyselinu glutathionsulfinovou (GSOOH). Tvorba finalniho
produktu zavisi na optimalnim mnozstvi glutathionu. Za biologickych podminek
dochdzi ke vzniku glutathionsulfinamidu a oxidovaného glutathionu (glutathiondisulfid,
GSSG). Pii vysoké koncentraci GSH vznikd veEtsi mnozstvi oxidovaného glutathionu

a hydroxylaminu (Donzelli et al., 2006; Crotty, 2009).
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Obr. 6 Dvé reakce katalyzované GSNOR; (A) NAD'-dependentni oxidace
S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) na  S-formylglutathion; (B)  Kkatalyza
NADH-dependentni redukce S-nitrosoglutathionu (GSNO), ktera vede ptes fadu meziprodukti
k tvorbé oxidovaného glutathionu (GSSG; pievzato z Kubienova et al., 2013c).
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2.3.5 Inhibitory

Inhibice GSNOR zvysSuje akumulaci GSNO, coz mize byt signalem pro S-nitrosylaci.
ZvySena hladina GSNO ovliviiuyje NO, NO, nebo ROS a RNS, a naruSuje tak
homeostazu bunky. Inhibitory jsou vyvijeny jako terapeutika k udrzeni homeostazy NO
a GSNO. Je prokazana spojitost inhibice GSNOR s kardiovaskularnimi onemocnénimi,
jelikoz pozitivné prispiva k vazorelaxaci srde¢nich cév (Chen et al., 2013). Bylo
zjisténo, ze nekompetitivnimi inhibitory GSNOR mohou byt jeji substratova analoga,
tedy glutathion a jeho derivaty, S-methylglutathion, S-acetamidoglutathion
¢i glutathiondisulfid (Staab et al.,, 2009). Inhibitory jak reduktasové, tak
dehydrogenasové reakce jsou i redukéni ¢inidla, jako B-merkaptoethanol, dithiothreitol
nebo kyselina askorbové, které pfi milimoldrni koncentraci snizuji aktivitu enzymu
020 % (Kubienova et al., 2013a). Ze skupiny mastnych kyselin inhibuji GSNOR
kyselina dekanova, oktanova, dodekandikarboxylova nebo 2-aminodekanova. Nejsou
vSak silnymi inhibitory, jejich 50% inhibi¢ni koncentrace se pohybuji v fadech
milimold. Nejsiln€j$im inhibitorem ze skupiny mastnych kyselin, jakoZto substratovych
analog -hydroxymastnych kyselin, je kyselina dodekanova (Obr. 7B). Ackoli ma
podobnou strukturu jako substrat GSNOR kyselina 12-hydroxydodekanova, interakce
v aktivnim misté enzymu maji rozdilné (Sanghani et al., 2002). Nejnovéji objevenym
avysoce ucinnym inhibitorem alkoholdehydrogenas je N6022 (Obr. 7A) inhibujici
Vv nanomolarnich koncentracich. Tato mal4d molekula odvozena od pyrolu byla vyvijena
k1écbeé zanétlivych onemocnéni plic a astmatu. Interakce inhibitoru s GSNOR je
zprostiedkovdna na né¢kolika mistech. Propionovy tetézec struktury N6022 se vaze
pomoci vodikovych vazeb a solnych mustkii na rezidua GInll1, Argll4 a Lys283
lidské GSNOR. Stabilizace je tvofena vodikovou vazbou mezi benzamidem inhibitoru
areziduem GInl17 enzymu. Centralni pyrol a pfilehlé uhlovodikové fetézce N6022
tvoii vodikové vazby srezidui Tyr92, 11e93, Metl40, Val293, Ala317,
a Val308/Thr309. Dusik zimidazolového kruhu inhibitoru koordinuje tetrahedralni
usporadani komplexu katalytického zinku a rezidui Cys44, His66 a Cys173 (Green
etal., 2012). Pti porovnani inhibice kyseliny dodekanové a N6022 u rostlinné a lidské
GSNOR je inhibice u rostlinného enzymu daleko slabsi. ICso u hGSNOR je pro
kyselinu dodekanovou 180 uM a u N6022 2,5 nM, kdezto u SIGSNOR byla zméfena
ICs0 pro kyselinu dodekanovou 526 uM a pro N6022 300 nM. Je to zpusobeno tim,
ze v rostlinné GSNOR je v sekvenci glutamin 112 nahrazen glycinem 114. Chybé¢jici

glutaminové reziduum snizuje afinitu vazby (Kubienova et al., 2013a).
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Obr. 7 Struktura inhibitort GSNOR. (A) N6022 a (B) kyselina dodekanova.

2.3.6 Uloha S-nitrosoglutathionreduktasy u rostlin
S-nitrosoglutathionreduktasa se vyskytuje prakticky ve vSech bunkéich jak
u prokaryontnich, tak u eukaryontnich organisml. U rostlin byla charakterizovana
napfi. U husenicku (Arabidopsis thaliana; Crotty, 2009; Lee et al., 2008; Martinez et al.,
1996; Sakamoto et al., 2002), hrachu seté¢ho (Pisum sativum; Uotila and Koivusalo,
1979), kukufice seté (Zea mays L.; Wippermann et al., 1999), ryze (Oryza sativa; Lin
et al., 2012), slune¢nice (Helianthus annuus L.; Chaki et al., 2009), tabaku (Nicotiana
tabacum; Diaz et al., 2003) a rajceti (Solanum lycopersicum; Kubienova et al., 2013).
V rostlinné isi byla poprvé studovana u Arabidopsis thaliana (Martinez et al. 1996).
Bylo zjisténo, ze je kddovana pouze jednim genem ADH5 (Barber et al., 1996, Martinez
et al., 1996), v nov¢jsi literatuie je gen oznaovan jako AtGSNORL. Aktivita GSNOR je
dilezita pro spravny rust rostliny a vyvoj plodt. V priubéhu vyvoje se hladina enzymu
Vv kazdém organu rostliny méni. Nejvétsi exprese u AtGSNOR byla sledovana
na pocatku vyvoje rostliny, a to v listech a kotenech. Bylo zjisténo, Ze nadmérnéd nebo
ptili§ mala exprese ma vliv na zkracovani kofenu (Espunya et al., 2006). U SIGSNOR
byla v raném stadiu rostliny popsana nejvyssi hladina enzymu v déloznich listcich.
Béhem kvétenstvi se exprese zvysila v pestiku a ty¢inkach (Kubienova et al., 2013a).

Jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole, GSNOR reguluje hladinu S-nitrosothiold,
a tim i GSNO u biotického i abiotického stresu. Ve studii Rustérucci et al. (2007) je
popsana korelace hladiny S-nitrosothiolti s obranyschopnosti A. thaliana vici patogenu
Peronospora parasitica.

U Arabidopsis thaliana byl popsan vliv mutace na termostabilitu rostlin. Jako prvni
popsali vliv mutace na teplotni stabilitu u vyssich eukaryot Hong a Vierling (2000). Pro
identifikaci mutantd provedli kvantitativni test, ve kterém sledovali rist hypokotylu

semenackt A. thaliana. Pti vystaveni rostliny 45°C doslo po dvou a pil hodinach
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K inhibici rustu. Pokud se vsak pfed teplotou 45°C rostlina osetfila pii 38°C po dobu
90 minut, doslo k nardstu termotolerance. Na rostlinach, u kterych i pfes oSetfeni
k termotoleranci nedoslo, byl proveden screening Ctyi genetickych mist. Tato mista,
hotl-4 GSNOR, maji vliv na teplotni stabilitu. Mutace lokusu hotl ma mutaci v genu
101 proteinu teplotniho Soku (Hspl101), kde doSlo k zaméné rezidua glutaminu
vV ATP-vazebné doméné¢ za aminokyselinovy zbytek lysinu. Tato mutace ma vliv
na aktivitu ATPasy a snizeni teplotni stability rostliny, coz se projevilo na ztraté
termotolerance. Mutace hotl byla prvni zjiSténou mutaci v proteinu teplotniho Soku.
Obdobné byly testovany transgenni rostliny Arabidopsis nesouci mutantni formy hot5-1
(E283K) a hot5-3 (G288R) AtGSNOR. I zde dochazelo pii 45°C ke zpomalovani rustu
hypokotylu a po 150 minutach k Gplnému zastaveni (Hong a Vierling, 2000).

Mutace genu AtGSNOR1 méni mnoZstvi S-nitrosothiolii v buiice. Bylo zjisténo, Ze
snizena hladina GSNOR m¢la za dusledek vétsi rezistenci vuci patogenu P. parasitica
(Rustérucci et al., 2007). Stejné¢ zvySena rezistence byla zaznamenana i U slune¢nice
vaci houbé Plasmopara halstedii (Chaki et al., 2009). Feechan et al. (2005) izolovali
mutanta GSNOR z transgennich forem Arabidopsis ozna¢eného jako hotl-3. Mutantni
forma méla za nasledek snizenou rezistenci vi¢i riznym onemocnénim, jelikoz
nedochazelo k obranné odpovédi, ktera je aktivovana signalni drahou kyseliny
salicylové.

U abiotickych stresovych faktort hraje GSNOR dileZitou roli pii kli¢eni semen, kdy
za chladového stresu dochazi k nadmérné akumulaci S-nitrosothiold. U papriky, ktera
byla aklimatizovana na chlad, byla zjiSténa zvySena aktivita GSNOR (Airaki et al.,
2012). V kli¢cich rostliny Baccaurea ramiflora bylo potvrzeno, Ze chladovy stres
zvySuje hladinu S-nitrosothiold a zhorSuje aktivitu S-nitrosoglutathionreduktasy,
zatimco po pfidavku exogennich NO donorti bylo nahromadéni S-nitrosothiolli
zpusobené chladovym stresem vyrazné sniZzeno a aktivita GSNOR zvysena (Bai et al.,

2012).

2.3.7 S-nitrosoglutathionreduktasa v nizich organismech

U niz8ich organismi neni GSNOR tolik prostudovana jako u vyssich. Liu et al. (2001)
popsal aktivitu enzymu u E. coli. U fotosyntetickych bakterii byly objeveny homologni
proteiny kodovany genem Adhl, které vykazuji podobnou aktivitu jako GSNOR (Barber
et al., 1996). Dale byla zkoumana funkce GSNOR u nékterych methylotrofnich bakterii

(Paracoccus denitrificans) a methylotrofnich kvasinek, které vyuzivaji methanol jako
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zdroj uhliku a methylamin jako zdroj dusiku. V jejich metabolismu se methanol nejprve
oxiduje na formaldehyd, ktery je lokalizovan v peroxisomech. V asimila¢ni draze je
formaldehyd navazan na xylulosu-5-fosfat. V desimilacni draze reaguje s redukovanym
GSH za tvorby GSNO (Liu et al., 2001; Veenhuis et al., 1983). Ten je z peroxisomu
transportovan do cytosolu, kde je substratem pro GSNOR. Zdali je enzym nezbytny pro
rist téchto kvasinek v methanolu, neni pfesn¢ znamo. Bystrykh et al. (1988)
publikovali, ze GSNOR-deficitni mutant Hansenula polymorpha nemuze na methanolu
rast. Sibirny et al. (1990) uvadi, ze defektni mutanty H. polymorpha na methanolu
rostou, a tudiz GSNOR neni pro rist téchto kvasinek zasadni. U mutanti Pichia
pastoris byla schopnost proliferace na methanolu potvrzena (Shen et al., 1998).

GSNOR u studovanych kvasinek, Hansenula polymorfa (Bystrykh et al., 1988),
Pichia pastoris (Shen et al., 1998), Candida boidinii, Candida maltosa (Sashauskas
etal., 1992) a Saccharomyces cerevisiae (Wehner a Brendel, 1993) ma ze 70-80 %
shodnou aminokyselinovou sekvenci (Lee et al., 2002). Aktivita enzymu byla v roce
2009 prokazana poprvé u zastupce hub, a to u outkovky kafrové (Antrodia camphorata,
ACGSNOR). Je to houba vyskytujici se na Taiwanu pod kurou skoficovniku Kanehirova
(Cinnamomum kanehirai Hayata), vyuzivajici se jako dopln¢k stravy a v lidové
mediciné pro jeji antitoxické a protinadorové vlastnosti. Sekvence genu ACGSNOR je
identickd z 63 % se sekvenci SCGSNOR, z 65 % s P. pastoris a 62 % s hGSNOR
(Huang et al., 2009).

24 Mutageneze

Jednim z cili molekularné-biologickych studii je porozuméni vztahu mezi strukturou
a funkci proteinti. Nejcastéji je vyuzivano zavedeni mutaci v riznych mistech
otevien¢ho Cteciho rdmce (ORF) cilovych gent a sledovani vlivu mutageneze na funkci
proteinu.

Mutagenezi se obecné mysli proces, pii kterém dochazi pisobenim mutagent
(mutagennich faktorti) k poSkozeni DNA. In vivo mutace v DNA vznikaji ptisobenim
fyzikélnich (ionizac¢ni a UV zafeni), chemickych (napt. alkyla¢ni latky jako yperit,
ethylmethansulfonat) nebo biologickych (viry, transpozony) faktort — mutagent
(Soukupova a Soukup, 1998).

S nastupem klonovacich technik se stala schopnost vnaset specifické a fizené mutace
do molekuly DNA U¢innym néstrojem pro studium vyznamu jednotlivych aminokyselin

v proteinu a studium exprese a funkce gent i proteinti. Pod pojmem in vitro mutageneze
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se tedy mysli postupy, kterymi se méni primarni struktura DNA pfedevsim za ucelem
fenotypové zmény. Mutageneze in vitro muze byt bud’ nahodna, nebo fizena — cilena
(Tab. 3). Nahodnou mutagenezi jsou vytvafeny mutace na piedem neznamém misté
genu — meéni se primarni struktura DNA (napf. metoda ,.error-prone PCR“ — PCR
nachylna k chybam). Metody mistné fizené mutageneze zavadéji mutace na piedem
vybrana specificka mista, kde se ocekava zmeéna ve struktufe a funkci proteinu (Glick
et al., 2010).

Mutace délime na jednobodové (delece, inverze, inzerce) a na translokace, tedy
pfesuny ¢asti chromozomu. Jednobodové mutace jsou amplifikovany pomoci PCR
(polymerazova fetézova reakce) za vyuziti DNA-polymerasy nachylné k chybam, napt.
Tag-polymerasa. Vybrané sekvence jsou klonovany do vhodnych vektort. Vytvoii se
tak genomova knihovna a vzniknou tisice proteint s riiznymi mutacemi v genomu, které

maji jiné vlastnosti oproti proteinu ptivodnimu (Cirino et al., 2003).

Tab. 3 Prehled typu mutageneze (pievzato z Green, 2015).

typ mutageneze vyhody metody
1. prima (cilena)
a) oligonukleotidem fizena mutageneze na
M13 DNA vysoka mutacni rychlost, systematicka
b) oligonukleotidem fizena mutageneze na mutace
plazmidové DNA
2. nahodna vznikne fada riiznych mutantt
3. inzer¢ni
a) samovolné v ptirodé tvorba vysokého po¢tu mutantt
b) zprosttedkovand virem/transpozonem s vysokou mutaéni rychlosti, nizké
¢) cilen¢ v laboratofi naklady
4, zaloZena na PCR
a) mistné fizena
b) kazetova studium specifické mutace na presne
¢) na 5¢ konci daném misté v DNA

d) chybna
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24.1 Metody mutageneze zaloZené na PCR metodé

2.4.1.1 Mistné Fizena mutageneze

Technika mistné fizené mutageneze (site-directed mutagenesis) je jednou ze stézejnich
metod molekularni biologie pro studium struktury a funkce mutantnich proteind. Jako
prvni piedstavili tuto metodu Clyde Hutchinson a Marshall Edgell v roce 1971. Ukézali,
ze je mozné produkovat mutanty s malymi fragmenty faga ®X174. Roku 1978 rozvinul
Hutchinson techniku spolecné s Michaelem Smithem za vyuziti syntetického
oligonukleotidu, ktery byl vlozen do reportétového genu bakteriofaga ®X174
(Hutchison et al., 1978).

Mistn¢ tizena mutageneze (Obr. 8) je technika in vitro mutageneze, ktera je zaloZena
na principu zavedeni in vitro mutace do piesné ureného mista pomoci kratkého
syntetické¢ho oligonukleotidu komplementarniho k mutované sekvenci. Deleci, inzerci
¢i zaménou nukleotidii se zaméni i1 pfislusnd aminokyselina. Tento typ mutageneze lze
provadét oligonukleotidem nesoucim mutaci s jednofetézcovou DNA. Lze také zavést
mutaci do obou vldken soucasn¢ pomoci PCR se specifickymi primery
(oligonukleotidy) nesoucimi poZzadovanou mutaci. Po amplifikaci DNA fetézce
DNA-polymerasou obsahuje vzorek jak nové vzniklou DNA se zavedenou mutaci, tak
i ptivodni matrici. Ta je §tépena pomoci restrikénich enzymi. Casto je vyuZivan enzym
Dpnl restriktasa, ktery §t€pi methylované tiseky DNA matrice. Mutace jsou nejcastéji
zavadény v aktivnim misté enzymu ¢i v misté vazby substrat-ligand, jelikoz v téchto
mistech dochazi k nejvétsim zménam aktivity nebo strukturnich vlastnosti proteinu. Ne
vzdy se podaii zavedeni mutace dosdhnout. Muze to byt zpiisobeno neuplnym
odstranénim ptvodni matrice nebo vytvofenim nespravnych fragmentd vhodnych pro
transformaci. Tato technika tak vnasi v mnohych pfipadech svétlo a poznani do naseho
chédpani vztahi struktury a funkce proteint. I pfes zdanlivou dokonalost této techniky je
vSak tfeba si uvédomit jeji omezeni, nebot” proteiny jsou nesmirné¢ komplexni struktury
a mnohdy by bylo potifeba mnoho jednotlivych mutant k porozuméni konkrétni funkce
konkrétni oblasti proteinu (Glick et al., 2010).

Mistné fizenou mutagenezi lze provést n€kolika metodami zalozenymi na PCR: PCR
s prodluZzovanim pfesahujicich tsekili (overlap-extension), inverzni PCR, PCR
s megaprimerem, rekombinantni PCR a ,,round-the-horn“ PCR. Metoda inverzni PCR je
zalozena na amplifikaci celého plazmidu za pouziti primert, které nesou pozadovanou
mutaci. Tato metoda je rychld, jednoduchd na provedeni a vyzaduje pouze nepatrné

mnozstvi templatové DNA (Hemsley et al., 1989).
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Metoda rekombinantni PCR minimalizuje pocet primerti a pocet krokii mistné fizené
mutageneze zalozené na PCR. Prvnim krokem je amplifikace pomoci inverzni PCR
s primery, které nesou mutaci uprostied sekvence. PCR produkty jsou dale
transferovany do bunky. Nasledné probiha cirkularizace DNA in vivo rekombinaci mezi
prekryvajicimi se konci 5° a 3° (Qi and Scholthof, 2008). Metoda PCR s megaprimerem
vyzaduje pouze jeden jednoduchy specificky mutagenni primer a dva univerzalni
sekven¢ni primery ohrani¢ujici oblast, ktera ma byt mutovana (Landt et al., 1990).

Overlap-extension metoda vyuzivd komplementarni primery a PCR, které jsou
zalozeny na vytvotreni dvou fragmenti DNA s ptekryvajicimi konci. Tyto fragmenty
jsou kombinovany naslednou ,,fazni“ reakci, ve které jsou ptesahujici konce. To
umoznuje 3¢ pfesah obou fetézcli, coz slouzi jako primer pro prodlouzeni
komplementarniho vldkna na 3¢ konci. Vysledny fuzni produkt je dale amplifikovan
pomoci PCR (Ho et al., 1989).

Metoda ,,round-the-horn“ mistné fizena mutageneze (Obr. 9), ktera byla publikovana
jako protokol S. Moorem na http://openwetware.org/wiki/'/Round-the-horn_site-
directed_mutagenesis, byla pouzita v této diplomové praci a je zalozena na pouZiti
fosforylovanych primerti na 5’ konci, kde jeden z nich (nebo i oba) nese zavedenou
mutaci. Fosforylace je provedena tak, ze PCR produkt miize byt ligovan do kruznicové
DNA vektoru a pouzit pro transformaci (elektroporaci ¢i chemickou metodou tzv.

teplotni Sok) do kompetentnich bunék.
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Syntéza mutantnich Fetézcti DNA
‘J Pfiprava teplotnich fazi reak¢niho cyklu pro:

1) Denaturacitemplatové DNA
‘ 2) Nasedaniprimer( nesouci mutaci

@ O 3) Prodluzovaniprimert pomoci Pfx DNA polymerasy
oy

Stépeni templétu pomoci enzymu Dpn |

- AN i
@ 'l ‘\ Dpn | rozpoznava a stépi hemimethylovanou DNA
1
' ’
®
S o'
Transformace
VloZeni ligovaného vektoru do kompetentnich bunék

Obr. 8 Prehledné schéma metody mistné fizené mutageneze (upraveno podle QuikChange Il
site-directed mutagenesis kitu, Agilent Technologies).

Obr. 9 Schématické znazornéni metody ,,round-the-horn” mistné fizené mutageneze (pievzato
z http://openwetware.org/wiki/'Round-the-horn_site-directed_mutagenesis, stazeno 4.4.2016).

2.4.1.2 Dalsi metody mutageneze zalozené na PCR metodé
Kromé metod ndhodné a mistné fizené mutageneze existuji 1 dalsi techniky zaloZené
na PCR. Mezi né lze zafadit metodu chybné mutageneze (mismatched mutagenesis),

kazetové mutageneze nebo mutageneze na 5° konci (5 add On mutagenesis).
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Chybna mutageneze je podobnd mistné fizené mutagenezi s tim rozdilem, Ze se
zamétuje na jednotlivou aminokyselinu. Vyuziva se pro zjisténi nesmyslné mutace ve
znamém genu néjakého onemocnéni nebo pro pochopeni funkce dané aminokyseliny.
Primer vazajici se na cilovou DNA je pouze Castecn¢ komplementarni. Vysledkem jsou
dva PCR produkty nesouci mutaci, pti¢emz se jejich sekvence ¢aste¢né prekryvaji.

Mutageneze na 5° konci je zalozena na ptidavku oligonukleotidové sekvence nebo
chemické skupiny na 5° konec PCR produktu. Primer na 3¢ konci mé specifickou
sekvenci, primer na 5° konci nese sekvenci novou nebo s navazanou chemickou
skupinou. Prvniho kroku PCR reakce se ucastni pouze primer na 3° konci diky své
specificnosti k cilové sekvenci. 5° konec se zacleni do amplifikovaného produktu
pozdéji, a tim vytvari rekombinantni produkt. Specifické 5° sekvence lze snadnéji
dosahnout zvolenim vhodného restrikéniho mista, promotorové sekvence
a modifikovanym nukleotidem s reportérovym genem nebo fluorescencné znacenou
skupinou.

Kazetovd mutageneze slouzi na principu zavedeni mnohocetnych mutaci
do specifickych mist, jako je katalytické ¢i vazebné misto a K cilené zaméné delSich
sekvenci DNA. Vyuzivaji se rozpoznavaci sekvence restrikénich endonukleas
na koncich mutovaného useku DNA. Cely usek vytvofi tzv. kazetu, kterd se zaméni
za homologni usek DNA divokého typu (wild-type, WT), tedy je nasledné zaélenéna do
cilového genu, proto musi mit rozpoznavaci sekvence pro restrikéni endonukleasy.
Vyhodou této metody je rozmanitost genomové knihovny v ur¢ité funkéni oblasti

proteinu.

2.5 Metody studia mutantnich/rekombinantnich proteini

Produkce rekombinantnich proteinli zaznamenala revoluci v biochemii a biotechnologii.
V dnesni dobé u spousty proteinli neni potieba spotiebovat kilogramy Zivocisnych tkani
a rostlinnych pletiv pro ziskani velmi malého mnozstvi proteinu. Rekombinantni protein
je exprimovan v organismech, které maji vloZzenou rekombinantni DNA. Postup pro
vytvofeni rekombinantniho proteinu je pomérné snadny. Je potfeba genu zdjmu, ktery je
naklonovan do expresniho vektoru a nasledné transformovan a produkovén v hostitelské
bunice. Mohou vSak nastat problémy pii riistu hostitele, pfi tvorbé inkluznich télisek
nebo se protein milZe stat neaktivni. Studium vlastnosti té€chto proteinti je ¢asto narocny

proces i z hlediska izolace. U mutantnich forem byva purifikace jesté naro¢néjsi, jelikoz
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zaména jedné aminokyseliny mize vést k velkym zméndm vlastnosti molekuly
(Ceccarelli a Rosano, 2014).

Byly vyvinuty metody, které jsou vyuzivany pro studium vlastnosti a charakterizaci
rekombinantnich proteinii. Patfi mezi n¢€ napt. cirkularni dichroismus, ktery definoval
v roce 1896 Aime Cotton, nuklearni magneticka rezonance (NMR, Rabi, 1938), pulzni
proteolyza (Park a Marqusee, 2005), rentgenova krystalografie (Laue, 1914),
hmotnostni spektrometrie (Dempster, 1918), monitorovani selektivni reakce (SRM)
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (Lange et al., 2008), sedimenta¢ni analyza
pomoci analytické ultracentrifugy sestrojené T. Svedbergem, isotermalni titracni
mikrokalorimetrie (ITC, Freire et al., 1990), méfeni teplotni stability (TSA, thermal
shift assay) s vyuzitim SyproOrange, imunodetekce s vyuzitim Western blotu (Towbin
et al., 1979) nebo stanoveni kinetickych parametri za pouziti vhodnych substratl
studovaného proteinu. Metody, které byly V literatuie pouzity i pro studium mutantnich

proteind, jsou zde popsany detailnéji.

2.5.1 Pulzni proteolyza

Pro srovnani mutantnich forem jednoho proteinu jsou vyhodné metody, které dokazou
pracovat s proteinem v hrubém bunécném extraktu. Diky obsahu nizkomolekularnich
latek a jinych bilkovin, které by mohly s poZadovanym proteinem interferovat, lze
vylou¢it metody spektrometrické. Jednou z technik, kterd je pro takové stanoveni
vhodna, je pulzni proteolyza. Metoda pulzni proteolyzy je vyuZzivana ke stanoveni
stability proteinu, coZ je nezbytna informace pro urceni struktury a sloZeni. Technika je
zalozena na faktu, Ze slozeny protein je vici proteasam vice odolny, nez protein
rozbaleny. Nejprve je protein smichén s riznymi koncentracemi denatura¢niho cinidla.
Tim miiZze byt napiiklad dodecylsiran sodny nebo mocovina. Po rozvolnéni proteinové
struktury pomoci Cinidla je na protein kratky Cas plisobeno nespecifickou proteasou
(thermolysin), ktera dokaze katalyzovat i pifi denaturacnich podminkach (Park
a Marqusee, 2005, 2006). Vyuziva se napf. u studia mutaci, které méni vazebnou afinitu

v protein-protein komplexu (Hnizda et al., 2012; Melinda S Hanes, 2010).
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2.5.2 Rentgenova krystalografie

Casto pouzivanou technikou pro studium tercidrni struktury proteinti je rentgenova
krystalografie (RTG, Obr. 10). Nejdiive je potieba krystalizace proteinu, coz je druh
fazové premény, pii které dochazi k pravidelnému uspotfadani castic do krystalové
miizky. Ta se provadi napt. difuzi kapalnou fazi, difuzi plynnou fazi, metodou visici
kapky nebo mikrodialyzou. Samotna krystalografie pak spociva v rozptylu rengenovych
paprskii diky srovnatelné velikosti atomii krystalii a vlnové délky zafeni. Béhem
experimentu krystal pomalu rotuje a pro kazdou orientaci je zméfen samostatny
difrakéni obraz. Difraktované paprsky jsou detekovany pomoci plosného detektoru
a ziskavaji se tzv. difrakéni spoty. Difrakce poskytuje Fourierovu transformaci obrazu
elektronové hustoty uvniti krystalu. Problémem pii identifikaci vin je tzv. fdzovy
problém. Pii méteni dat je zndma pouze amplituda, k vypoctu struktury je vSak nutné
znat i jeji fazi. Jelikoz fazi nelze zméfit pifimo, musi byt urcena neptimo. Nékdy je
mozné ji vypocitat pomoci inverzni Fourierovy transformace, obvykle je ale zjisténa
experimentalné 0znacenim proteinu tézkymi kovy, jejichz pozice v molekule mize byt
zjisténa nezavisle na daném experimentu (Loub, 1987).

Vznikly obraz je pieveden do trojrozmérného modelu, ktery zobrazuje mapu
elektronové hustoty. Z vyslednych elektronovych hustot uvniti krystalu je mozné urcit
proteinovou strukturu. RTG krystalografie je velice pfesna a nema omezeni, co se tyce
velikosti molekuly. Nevyhodou této metody je potieba velice ¢istého vzorku a tvorba
krystalu, coz je u nékterych proteini, napf. membranovych, nemozné. RTG
krystalografie byla pouzita napf. pro studium tfech mutantnich forem

3-isopropylmalatdehodrogenasy z Thermus thermophilus v praci Qu et al. (2001).

; X! prevedeni

krystal difrakéni obraz mapa elektronové hustoty atomarni model

Obr. 10 Schéma rentgenové krystalografie (ptevzato z Petsko a Ringe, 2009).
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2.5.3 Cirkularni dichroismus

Casto vyuzivana technika pro uréeni sekundarni struktury proteinu je cirkularni
dichroismus (CD, Obr. 11). Tato metoda je zaloZena na rozdilné absorbanci dvou slozek
linearné polarizovaného svétla, a to pravoto¢ivé (R) a levoto¢ivé (L) kruhové
polarizované¢ho svétla, u opticky aktivni latky v oblasti jejitho absorpéniho pésu.
Jednotlivé slozky linearné polarizovaného svétla maji opac¢nou chiralitu. Pokud takové
svétlo vstoupi do prostiedi chiralnich molekul, bude absorpce jednotlivych slozek
ruzna. Po seCteni obou svétel je ziskana elipsa. Elipticita (pomér dlouhé a kratké
poloosy elipsy) je umérna rozdilu absorpénich koeficienti L a R slozek. Tento tkaz se
nazyva cirkularni dichroismus. Vznikajici kiivky CD spektrometrie vyjadiuji zévislost
rozdilu molarnich absorpcnich koeficienti pro L a R slozku na vlnové délce.
CD spektrum podéava informace o sekundarni struktute proteint, jako je B-sklddany list
nebo a-helix (Zidek et al., 2015).

Metoda CD spektroskopie byla vyuzita pro sledovani zmén teplotni stability u studia
péti mutantnich proteinti xylanasy A z Bacillus subtilis (Alponti et al., 2016). Ve studii
Catanzano et al., (1998) byl pouzit cirkularni dichroismus pro charakterizaci péti
mutantnich forem hovézi RNasy. Dale byla CD vyuzita ro charakterizaci mutanti
dehydrinu z Arabidopsis thaliana (Hara et al., 2016) a pro sledovani zmén konformace
u 9 mutantnu cystathionin B-synthasy (Hnizda et al., 2012).

&

\/ — |"\_/

Obr. 11 Tlustrace principu cirkuldrniho dichroismu. Rtzna absorpce L a R slozky dava pti
se¢teni obou svétel elipsu. Cerné je vyznadena spirala, po které se pohybuji vektory E cirkularng
polarizovanych slozek; Cervenou Sipkou je znazormnéna poloha vektoru E v urcitém case
(pfevzato z Zidek et al., 2015).
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2.5.4 Studium enzymové aktivity

Rozdily mezi mutantnimi typy a wild-type (WT) typy enzymu se daji sledovat i zménou
jejich kinetickych parametri (Km, Viim). Z nich je mozné zjistit substratovou specificitu,
katalytické vlastnosti enzymu, zptusob kontroly jeho aktivity, funkce v metabolismu ¢i
vliv inhibitord. Enzymova kinetika je zalozena na pocatecni reakci mezi molekulou
enzymu (E) a substratu (S) za tvorby komplexu enzym-substrat (ES), ktery se nasledné

rozpada za vzniku produktu (P) a enzymu. Rychlostni konstanty jsou ki, K.1, Ko.
K K,
E+S <— ES—E+P
Rychlost 1ze vyjadiiv ze vztahu:
——=—k[E|[S]+k_ [ ES]

=—k,[E][S]+k_[ES]+k,[ES]

=k,[E][S]-k_[ES|-k,[ ES]

d[P]
dt

=k, E£S]

Rovnice pro ustaleny stav; coz znamena, ze rychlost produkce komplexu
enzym-substrat je rovna rozdilu rychlosti jeho vzniku a jeho rozpadu:

d[ES]

dt =k,[E][S]-k_[ES]—k, ES]=0

Z téchto predpoklada se vyvinula rovnice Michealise-Mentenové (Michaelis a Menten,

1913) pro rychlost enzymové reakce:

kocp|S]
[ES]:kl[S]"‘kl"'kz
d|P]_ _ kycplS] _Vlim[S]
dt =kl ES )= +k_1+k2_[S]+KM
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Michaelisova konstanta (Kn) je takova koncentrace substratu, pii které je rychlost
reakce rovna poloving limitni rychlosti Viim. Ky Vyjadiuje afinitu enzymu k substratu

a je specificka pro dany typ substratu.

K dosazeni limitni rychlosti (V}im) dochazi pfi vysokych koncentracich substratu, kdy je
enzym zcela nasyceny.

Vim=k,Ccp=k ,cp

Keat je Cislo pfemény (molekularni aktivita) a vyjadifuje pocet molekul, které jsou

pfeménény molekulou substratu za jednu minutu.

0.35 4
0.30 4

0251 1

reakéni rychlost

E Km

0 1000 2000 3000 4000
koncentrace substratu

Obr. 12 Zavislost pocate¢ni rychlosti reakce Michaelise-Mentenové na koncentraci substratu
(Talke a Schubert, 1965).
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Vyhodnoceni Ky, a Viim z grafu neni snadné, proto se pro jednodussi vyhodnoceni
pouzivaji  pocitaCové  programy, popfipadé  mlizeme  upravit  rovnici
Michaelise-Mentenové do tvaru znamého jako Lineweaver-Burkova zavislost
(Lineweaver a Burk, 1934), kde se do grafu vynasi reciproké hodnoty.

Aktivitu mutantnich enzymt lze stanovit i pomoci Warbugova optického testu. Tato
fotometrickd metoda je zalozena na absorbanci reakénich smési, které obsahuji
pyridinovy koenzym. Pfi redukci nikotinamidadenindinukleotidu z oxidované formy
NAD" na NADH dochazi ke zméné absorpéniho spektra z 260 nm na 340 nm. Zmény
absorbance pifi 340 nm, které je mozno méfit pomoci spektrometru v ¢ase, jsou tedy
pfimo tmérné poétu redukovanych molekul koenzymu (Sipal et al., 1992).

Kinetickych studii bylo pouZzito napf. u mutantd enzymu uridyltransferasy (Pompeo
et al, 1998), fenylalaninhydroxylasy = (Knappskog et al.,  1996),
holokarboxylasa-syntetasy (Sakamoto et al., 1999), nukleosidhydrolasy (Kope¢na et al.,
2013), receptoru epidermalniho rtstového faktoru (Carey et al.,, 2006), nebo
u P97/VCP-ATPasy (Chou et al., 2014) nebo u cytokininoxidasy (Kope¢ny et al.,
2016).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1  Material a metody

3.1.1 Seznam pouZitych chemikalii

6XDNA loading dye (Thermo Scientific, USA); AccuPrime Pfx DNA-polymerasa
(Invitrogen, USA); akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko); APS (Sigma-Aldrich,
Némecko); agarosa (Serva, Némecko); brofenolova modi (Bio-Rad, USA); B-PER
(Thermo Scientific; USA); cinnamylalkohol (Sigma-Aldrich, Némecko); Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA); dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich,
Némecko); dihydrogenfosforeCnan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko); DTT (Sigma-
Aldrich, Némecko); DMSO (Sigma-Aldrich, Némecko); dusitan sodny (Sigma-Aldrich,
Némecko); dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko); DPN | (Bio-Labs; USA);
EDTA (Sigma-Aldrich, Némecko); ethanol (96%, Lachema, Ceska republika);
EzBlue™ Gel Staining Reagent (Sigma-Aldrich, Némecko); USA farnesol
(Sigma-Aldrich, Némecko); Gel-Red (Biotium, USA); glutathion (AcrosOranics, USA);
geraniol (Sigma-Aldrich, Némecko); glycin (Sigma-Aldrich, Némecko); glycerol (Lach-
Ner, Ceska republika); guanidium chlorid (Applichem, Némecko); hovézi sérovy
albumin (Sigma-Aldrich, Némecko); hydrogenfosfore¢nan draselny dihydrat (Sigma-
Aldrich, Némecko); hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Sigma-Aldrich, Némecko);
hydroxid draselny (Lachema, Ceska republika); chlorid hote¢naty (Sigma-Aldrich,
Némecko); chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika); IPTG (Sigma-Aldrich,
Némecko); merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko); methanol (Lach-Ner, Ceska
republika); kyselina 12-hydroxydodekanova (Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina
chlorovodikova (Lachema, Ceska republika); kyselina octova (Lachema, Ceska
republika); kyselina trihydrogenfosfore¢na (Lachema, Ceska republika); LB agar
(Sigma-Aldrich, Némecko); LB Broth (Sigma-Aldrich, Némecko); NAD" (Serva,
Némecko; Sigma-Aldrich, Némecko), NADH+H" (Sigma-Aldrich, Némecko);
N,N'-methylenbisakrylamid ~ (Sigma-Aldrich, = Némecko); N, N, N, N*-
tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma-Aldrich, Némecko); NADH (AppliChem,
Némecko); NBT-BCIP (Sigma-Aldrich, Némecko); N6022 (Axon Medchem,
Holandsko); persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko); 10x Pfx pufr (Invitrogen,
USA); PMSF (Sigma-Aldrich, Némecko); Ponceau S (Merck, Némecko); primarni
polyklonalni krali¢i protilatka anti-SIGSNOR (KBB PiF UPOL); proteinovy standard
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pro SDS-PAGE (New England BioLabs, UK); PTIO (Sigma-Aldrich, Némecko); Savo
(Unilever, UK); SDS (Sigma-Aldrich, Némecko); sekundarni anti-krali¢i protilatka
(imunizace kozy) IgG znaCena alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich, Némecko); SOC
medium (New England BioLabs, UK); su$ené nizkotu¢né mléko (Sigma-Aldrich,
Némecko); TBE pufr (Sigma-Aldrich, Némecko); TADNA ligasa (Promega, USA);
Triton X-100 (AcrosOrganics, USA); Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Némecko); Tween-20
(Sigma-Aldrich, Némecko); uhli¢itan amonny (Lach-Ner, Ceské republika)

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); analytické vahy SI-114 (Denver instrument,
USA); automatické pipety (Eppendorf, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer,
Némecko); CD spektrometr Jasco J-815 (Jasco, Japan); centrifuga 5415 (Eppendorf,
Némecko); centrifuga Megafuge 8R (Thermo Scientific, USA); centrifuga 6K15
(Sigma, Némecko); centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Némecko); digitalni pH metr
(InoLab pH levell, Némecko); digitalni pfedvazky (KERN, Némecko); dokumentacni
zatizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA); elektroforeticky systém Mini
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka michacka (IKA,
Némecko); Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA); chemiluminiscenéni skener C-digit
(LI-COR, USA) laminarni box (Schoeller, CR); magnetickd michacka (IKA, Némecko);
mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy spektrofotometr
Reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA); mikrodesti¢kovy spektrofotometr
Reader PowerWave XS (BioTek Instruments, USA); nitroceluldzova membrana
0,45 um (Bio-Rad, USA); spektrofotometr Agilent (Agilent Technologies, USA);
spektrofotometr WPA (Biochrom; UK); BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat
(Grant, UK); thermocycler (Bio-Rad, USA); tfepacka VXR basic (IKA, Némecko);
tiepacka s termostatem Innova40 (New Brunswick Scientific, USA); tfepacka
s termostatem ES-20 (BioSan, LotySsko); vortex (Stuart, UK); vortex V-1 plus (BioSan;
Lotyssko); Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA); zdroj pro elektroforézu PowerPac 300
(Bio-Rad, USA)

3.1.3 Biologicky material

Pro izolaci celkové RNA pro ptipravu PIGSNOR ORF (GenBank XM_002998982) byla
pouzita Phytophthora infestans kultivovana na zitném agaru (25°C; stalé osvétleni,
30 dni), kterou poskytla doc. RNDr. Michaela Sedlafova, PhD., z Katedry botaniky,
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UPOL. Poté bylo z kultury odebrano 100 mg vzorku pro naslednou izolaci celkové
RNA.

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

diplomové prace Mgr. Lucie Cingalova, Ph.D.

3.1.4 Pouzité bakterialni kmeny kompetentnich bunék

Bunikky NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency; NEB) — kompetentni bunky
vhodné pro transformaci

Bunky T7 Express Competent E. coli (High Efficiency; NEB)- kompetentni bunky
vhodné po transformaci a expresi proteinu

Mistné Fizena mutageneze byla provedena na PIGSNOR (GenBank XM_002998982)
ORF v pCDFDuet-1 (Obr. 13, Novagen, USA) vektoru (rezistence na streptomycin)
obsahujicim 6xHis-tag. Timto plazmidem byly transformovany kompetentni buiky
NEB 5-alpha Express Competent E. coli (High Efficiency). Pro produkci
rekombinantnich  proteint byl  pouzit bakterialni kmen T7  Express
Competent E. coli (High Efficiency; NEB).
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Obr. 13 Mapa vektoru pCDFDuet-1 o velikosti 3781 bp.
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3.2  Pouzité metody

3.2.1 Priprava fosforylovanych primerii pro mistné Fizenou mutagenezi

V programu BioEdit byly navrzeny fosforylované primery (Tab. 4) pro amplifikaci
PiGSNOR (1161 bp) s mutaci na jednom z nich (orientace tail to tail). Uprava primera
byla provedena v programu Primer3 (Untergasser et al., 2012) a Design Tool
(Sigma Aldrich, Némecko).

Tab. 4 Sekvence navrzenych primert s vyzna¢enou mutaci na forward primeru.

Primer Sekvence 5'-3'

Forward primer T95Q (Phos)CAGCCGCAGTGCCGCAACTGCAA
Reverse primer T95Q (Phos)GTAGCACGGCACGACGTGGTCGC
Forward primer S324T (Phos) ACCGCCTTCGGTGGCTTTAAGAG
Reverse primer S324T (Phos)ACCAGCCCAGCGGCGGCCCGTG
Forward primer 1299V (Phos)GTCGGGCGTTGCTGCGTCCGGT
Reverse primer 1299V (Phos) AATACACGACTCGCCCCAGCCCTT

3.2.2 Polymerazova fetézova reakce (PCR)
V prvnim kroku byl purifikovan plazmid, ktery byl poté pouzit jako templat pro
naslednou PCR reakci. Bakterie E. coli nesouci plazmid s vloZenou sekvenci PIGSNOR
byly pfes noc kultivovany v Luria-Bertani (LB) mediu (200 g; 37°C). Nasledujici den
byla provedena centrifugace (4000 g, 5 min.) a izolace plazmidu podle protokolu
Wizard plus SV Minipreps DNA purification system (Promega, USA).

Po purifikaci byla zméfena koncentrace plazmidu a byla provedena PCR s primery
s jednobodovou mutaci (Tab. 4) na jednom znich pomoci AccuPrime Pfx DNA
polymerasy (Invitrogen). Pro PCR byla pfipravena reakéni smés (Tab. 5). Teplota pro
nasedani primeri v PCR reakci byla pro kazdého mutanta vypoltena ze vzorce:
Tm = 69,3 + 0,41-(CG%)-(650/délka primeri). Nasledné¢ byly vybrany produkty

s dvéma nejvhodngjsimi teplotami nasedani primerd, tzv. annealing (Tab. 6-8).
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Tab. 5 Slozeni reakéni smési PCR reakce

SloZeni reak¢éni smési objem (pl)
Templatova DNA (250 ng/ul) 2-2,5
Forward primer 1

Reverse primer 1

PfX polymeraza 0,4

10x Pfx pufr 5

H,0 do 50

Tab. 6 Teploty a ¢asy PCR reakce u mutanta T95Q:

Krok teplota (°C)  cas (min)
1. Iniciace denaturace 95 2:00
2. Denaturace 95 0:40
3. Nasedani primerti 63,1; 64,7 0:20
4. Polymerace* 68 5:10
5. Polymerace 68 5:00

* kroky 2-4 byly 22x opakovany

Tab. 7 Teploty a ¢asy PCR reakce u mutanta S324T:

Krok teplota (°C)  cas (s)
1. Iniciace denaturace 95 2:00
2. Denaturace 95 0:40
3. Nasedani primerti 60,2; 61,3 0:20
4. Polymerace* 68 5:10
5. Polymerace 68 5:00

* kroky 2-4 byly 22x opakovany

Tab. 8 Teploty a ¢asy PCR reakce u mutanta 1299V:

Krok teplota (°C)  cas (s)
1. Iniciace denaturace 95 2:00
2. Denaturace 95 0:40
3. Nasedani primert 63; 61,9 0:20
4. Polymerace* 68 5:10
5. Polymerace 68 5:00

* kroky 2-4 byly 22x opakovany

3.2.3 Agarézova elektroforéza
Byl piipraven 1% agarozovy gel v IXTBE (Tris-borat-EDTA) s ptidanou fluorescenéni
barvou GelRed (6 pl-100 ml™). DNA produkty byly smichany s nanaseci barvou
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6x DNA loading dye a naneseny do jamek. Elektroforéza probihala pti 85 V po dobu

40 minut v komerénim elektrodovém pufru 1XTBE.

3.2.4 lzolace DNA z agarézového gelu

Z gelu byly vyiezany prouzky odpovidajici velikosti obsahujici plazmid a DNA byla
z gelu precisténa podle protokolu Wizard SV gel+PCRclean-upsystem (Promega, USA).
DNA byla eluovana do 80 pl sterilni vody.

Izolovanda DNA byla nasledné $tépena (Tab. 9) pomoci enzymu Dpn | (NEB) pies
noc (37°C).

Tab. 9 Slozeni restrikéni smési

Restrikéni smés objem (ul)
produkty PCR 40
Dpn | 1,5
Pufr 4 4,8
H,O 17

Nasledujici den byla provedena agar6zova elektroforéza a izolace DNA
z agarozového gelu podle protokolu Wizard SV gel+PCRclean-upsystem (Promega,
USA). DNA byla eluovana do vody a koncentrace (Tab. 10) byla méfena na UV
spektrofotometru. Ziskané plazmidy byly uchovany pti -20 °C.

Tab. 10 Koncentrace plazmidové DNA po PCR reakci

Inzert Teplota (°C) Koncentrace (ng-pul™)
T95Q 64,6 25,7

63,1 17,6
S324T 61,3 2,7
1299V 61,9 17,9

3.2.5 Ligace a transformace kompetentnich bunék E. coli NEB5a
Ligace ziskanych plazmidd byla provedena pomoci enzymu T4 DNA ligasa (Promega,
USA) po dobu 3 hodin pii RT (pokojova teplota).
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Tab. 11 Slozeni liga¢ni smési

Inzert Inzert Inzert T4 DNA ligasa T4 DNA 10x pufr
(ng-pl™) (ul) (ul) (ul)
T95Q 25,7 4 1 4
17,6 57 1.3 57
S324T 2,7 10 2 10
1299V 17,9 5,6 13 5,6

Nasledovala transformace, kde byl plazmid po ligaci pridan ke 200 pl kompetentnich
bunc¢k kmene NEB 5a a smés byla inkubovana na ledu po dobu 30 min. Po inkubaci
byla provedena samotna transformace teplotnim Sokem (30 s, 42°C) a poté byly vzorky
ponechany na ledu (5 min). Ke vzorkiim bylo pfidano 300 pul SOC media a nasledné
byly inkubovany na rotatoru (37°C, 1 hod). Po inkubaci bylo 100 ul bun¢k smichano
se 100 pl SOC media a smés byla rozetfena na Petriho miskach s LB agarovym mediem
obsahujicim streptomycin pfes noc pii 37°C.

Nasledujici den byly bakterialni kolonie odebrany z Petriho misky pomoci ockovaci
klicky a pies noc inokulovany v LB mediu (200 g, 37°C). Bunky byly centrifugovany
(4000 g, 5 min) a byla provedena izolace plazmidové DNA dle protokolu Wizard plus
SV Minipreps DNA purification system (Promega, USA). Byla zmé&fena koncentrace
a plazmidy byly odeslany na analyzu dat — komeréni DNA sekvenovani (SeqMe, CZ).

3.2.6 Transformace kompetentnich bunék E. coli T7 express

Po analyze dat z DNA sekvenovani byly vybrany vhodné plazmidy obsahujici nami
pozadovanou vlozenou mutaci a byly pouzity pro transformaci do expresnich bunék pro
produkci rekombinantnich proteint.

Pro transformaci bylo pouzito 50 pl kompetentnich bun¢k Escherichia coli kmene
T7 express, ke kterym byly ptidany 2 ul plazmidové DNA. Smés byla ponechana
na ledu po dobu 25 minut a poté byla provedena samotna transformace teplotnim Sokem
(42°C, 30 s). Ke zchlazené smési (5 min, led) bylo pfidano 300 pl SOC media, bunky
byly inkubovany na rotatoru (37 °C, 1 hod). Po inkubaci byly rozetieny na Petriho
misku s LB agarovym mediem a streptomycinem a inkubovany ptes noc (37 °C).
Nasledujici den byla provedena inokulace bunék (bakterialni kolonie) do LB media
a bunky byly opét inkubovany ptes noc (200 g, 37 °C). Kultura byla centrifugovéna
(4000 g, 5 min), 1 ml bun¢k byl odebran, smichan se 190 ml 50% glycerolu a zamrazen
(-80 °C).
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3.2.7 Optimalizace indukce exprese pomoci IPTG a produkce rekombinantniho
GSNOR proteinu z E. coli

Nejprve bylo ptipraveno do Erlenmeyerovy banky 20 ml LB média s obsahem

streptomycinu (50 pg'ml™Y) a 1% glukosy. Do LB media bylo p¥idéano 5 ul suspenze

transformovanych bakterii E. coli. Prekultura byla pies noc inkubovana (200 g, 37°C).

Nasledujici den byla prekultura centrifugovana (4000 g, Smin), supernatant
odstranén a pelet resuspendovan v 10 ml LB media obsahujici streptomycin (findlni
koncentrace 50 pg'ml™). Suspenze byla prelita do 500 ml Erlenmeyerovych bangk
se 190 ml LB media s antibiotikem a inkubovana (30°C). Béhem inkubace byla
pribézné métena opticka densita pti 600 nm, tzv.ODgy. Pfi ODgop V rozmezi 0,5-0,6,
byl odebran 1 ml kultury, ktery byl dale centrifugovan (4000 g, 5 min) a pelet zamrazen
(vzorek pied indukci pro naslednou SDS-PAGE). Do zbytku kultury bylo piidano
200 ul 0,5M IPTG (isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid; finalni koncentrace 0,5 mM)
pro indukci exprese. Ta probihala pies noc v inkubatoru pti dvou odlisnych teplotach
(200 g, 20°C a 30°C). Pro optimalizaci indukce exprese byl odebran 1 ml z kultur
indukovanych 2 a 24 hodin. Vzorky byly nafedény mediem na stejnou hodnotu ODggo
jako pred indukci a byla provedena SDS-PAGE. Jako optimum indukce bylo stanoveno
20°C a 24 hodin.

Pii produkci rekombinantniho proteinu bylo postupovano obdobnym zplsobem.
Indukce exprese probihala pies noc pii 20°C. Dalsi den byla zmétfena opticka densita
bakterialni kultury. Kultura byla nafedéna LB mediem na stejnou hodnotu ODggg jako
pred indukci. Z kultury byl odebran 1 ml, centrifugovan (4000 g) a pelet zamrazen
(vzorek po indukci pro naslednou SDS-PAGE). Kultura byla centrifugovana (4000 g,
20 min), pelet rozsuspendovan ve 40 ml 0,9% NaCl a opét centrifugovan (4000 g,
10 min, 4 °C). Bakterilni pelet z 200 ml kultury byl zamrazen a pouzit pro pozdgjsi

extrakci chelata¢ni chromatografii.

3.2.8 Extrakce a purifikace rekombinantniho GSNOR enzymu

Bakterialni pelet byl resuspendovan v roztoku s Tris-HCI pH, 8.0 (finalni koncentrace
50 mM), MgCl; (finalni koncentrace 10 mM), PMSF (finalni koncentrace 1,25 mM),
H20. Nasledn¢ bylo pfidano 2,5 ml komeréniho lyza¢niho roztoku B-PER. Vzorek byl
vortexovan a inkubovan (RT, 10 min). Po inkubaci bylo pfiddno 400 pl lysozymu
(0,4 mg-ml™), vzorek byl promichan a inkubovan (30 min-1 hod; RT). Poté byly
piidany 4 ml H,O a vzorek byl promichan. Déle bylo pridano 20 ul RNAsy (10 pg-ml™,
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Top-Bio), 10 ul DNAsy (10 U-ul* Top-Bio), vzorek byl opatrng promichan
a inkubovan ve vodni lazni (37°C, 30 min). Po inkubaci bylo ke vzorku pfidano NaCl
(finalni koncentrace 100 mM) a glycerol (findlni koncentrace 5 %). Vzorek byl
centrifugovan (12000 g, 4°C, 30 min). Ze supernatanu (lyzat) bylo odebrano 0,5 ml
a zamrazeno pro nasledujici SDS-PAGE elektroforézu (-20°C; lyzat) a zbytek
supernatantu byl pouzit pro purifikaci.

Do mikrozkumavky bylo odebrano 0,1 ml lyzatu, ktery byl centrifugovan (10000 g,
10 min), supernatant byl pfenesen a zamraZzen (-20°C; rozpustna frakce). Pelet byl
rozsuspendovan v 50 ul 8M mocoviny a také zamrazen (nerozpustnd frakce/inkulzni
téliska).

Centrifugaéni kolonky svazanymi Co®* ionty (HisPur™ Cobalt Spin Columns;
Thermo Scientific, USA) byly promyty ekvilibra¢nim pufrem (20mM Tris-HCI, pH 8,0;
100mM NaCl; 5% glycerol; 10mM imidazol). Supernatant z extrakce (lyzat) byl
nanesen na kolonky a inkubovan na rotatoru (4°C, 30 min-1 hod). Kolonky byly
centrifugovany (500 g, 1 min) a nezachycené balastni proteiny byly uchovany. Samotna
eluce proteinti z kolonek zachycenych na histidinové kotvé byla provedena zvySenim
koncentrace imidazolu, které byly 3x promyty ekvilibraénim pufrem a poté inkubovany
s3ml eluéniho pufru (20mM Tris-HCI, pH 8,0; 100mM NaCl; 5% glycerol;
250mM imidazol) na rotatoru (4°C, 15 min). Dale byla provedena centrifugace,
pii které byl protekly eluat uchovan v nové zkumavce (eluce 1). Krok s elu¢nim pufrem
(15 min, rotator) a eluce byly zopakovany (eluce 2). Nasledovalo vyc¢isténi kolonek
pomoci 5 ml eluc¢iho pufru, které byly opét inkubovany na rotatoru (4°C, 15 min). Eluat
byl vylit atento krok byl opakovan jest¢ 2x. Kolonky byly promyty postupné
5 ml vody, 3 ml 6M guanidium chloridem, 5x 5 ml vody a uchovany ve 20% ethanolu

pro dalsi pouziti.

3.2.9 Dialyza

Obé eluce obsahujici vypurifikované rekombinantni proteiny byly dialyzovany
v dialyzaéni membrang D-Tube™ 6-8 kDa (Novagen, USA) proti pufru
20mM Tris-HCI, pH 8,0 pti 4°C. Pufr byl po 2 hodinach vyménén a dalsi dialyza
probihala pfes noc pti 4°C. Proteiny urcené ke stanoveni struktury metodou cirkularniho
dichroismu byly dialyzovany proti 10mM Tris-HCI, pH 8,0 s pfidavkem 1mM NaCl
a 0,5% glycerolu.
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3.2.10 Méreni koncentrace PiIGSNOR

Koncentrace proteinil byla méfena tfemi metodami, a to pfimou metodou: stanovenim
proteinit métenim absorbance v UV oblasti a nepfimymi metodami stanoveni proteina:
metodou dle Bradfordové a metodou s vyuzitim kyseliny bicinchoninové (BCA).

Obsah  proteini byl méfen spektrofotometricky na  mikrodestiCkovém
spektrofotometru Reader Synergy HT pii 280 nm. Extinkéni koeficient byl urcen
z aminokyselinové sekvence pomoci programu ProtParam EXPASy Tool.

Metoda dle Bradfordové (Bradford, 1976) vyuziva adsorpéni maximum pii 595 nm.
Pracovni roztok byl pfipraven fedénim Bradfordové &inidla (0,5 mg-ml™; Coomasie
Brilliant Blue G250; 0,25M methanol; 0,5M 85% kyselina fosfore¢nd) s vodou 1:4.
Jako blank bylo pouzito 50 pl vody a 200 pl pracovniho ¢inidla. Koncentrace proteinu
byla méfena na mikrodesticCkovém readeru. Rovnice kalibracni ptfimky z kalibra¢niho
grafu pro hovézi sérovy albumin (BSA), z které byly vypocteny celkové proteiny ve
vzorku, je: y = 0,0185x + 0,0147 (R? = 0,9946), kde y je absorbance a x je koncentrace
proteinti (pg-ml’l). Celkové mnozstvi proteinll (mg) je vypocteno S ohledem na fedéni
a na celkovy objem (ml) vzorkd.

Stanoveni koncentrace bicinchoninovou metodou bylo provedeno podle protokolu
Pierce™ BCA protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Koncentrace
proteinu byla métena pti 562 nm na mikrodestiCkovém readeru Synergy HT. Rovnice

kalibra¢ni pfimky z kalibra¢niho grafu byla opét pro hovézi sérovy albumin.

3.2.11 Stanoveni aktivity enzymu Vv purifikaé¢nich krocich

Aktivita enzymu po purifikaci byla métena ve 20mM  Tris-HCI pufru, pH 8,0
s koenzymem 0,2mM NADH a substratem 0,4mM S-nitrosoglutathionem (GSNO) po
dobu 90 s v 96-jamkovych mikrodestickach s délkou optické drahy 0,755 cm. Aktivita
byla stanovena ve ¢tyfech purifika¢nich krocich, a to v lyzatu, v balastnich proteinech
a obou elu¢nich frakcich pied dialyzou. Celkovy obsah bilkoviny byl stanoven metodou
dle Bradfordové. Vypocitana celkova a specificka aktivita je shrnuta v purifikacnich

tabulkach v ¢asti vysledk.

3.2.12 Ovéreni urovné exprese pomoci SDS-PAGE

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v 12% d¢licim polyakrylamidovém gelu
a ve 4% zaostiovacim polyakrylamidovém gelu o tloustce 0,75 cm (Tab. 12; Laemmli,
1970). Pelety byly rozuspenovany v 50 pul 8M mocoviny a vSechny vzorky byly
smichany se vzorkovacim pufrem (0,125M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol;
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0,2% bromfenolova modi; 5% B-merkaptoethanol). Na gel bylo naneseno
5 ul hmotnostniho standardu (Precision Plus Protein Unstained Standards, Bio-Rad)
a dale vzorky v objemu 18 ul. Elektroforéza probihala v zaostfovacim gelu pii 120
V av délicim gelu pii 180V.

Gel byl obarven v roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1% CBB R-250;
15% kyselina octové; 45% methanol) nebo roztokem EZBlue™ Gel Staining Reagent.
Nasledujici den byl gel odbarven v odbarvovacim roztoku (10% kyselina octova,
40% methanol), v piipadé EZBlue ve vodé. Gel byl vizualizovan pomoci pfistroje

Gel Doc EZ Imager a programu Image Lab (Bio-Rad) pro pofizeni fotografie.

Tab. 12 Slozeni 12% polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE (objem pro 2 gely).

AA/Bis 1,5M tris-HCI ~ 0,5M tris-HCI ~ 10% 10%
Typgelu H,O (30%/2,67%) pH 8,8 pH 6,8 SDS Temed APS
3,05 0,65 2,5 0,05 20 200

Zaostfovaci ml ml - ml ml ul ul
3,4 4 2,5 0,1 20 200

Délici ml ml ml - ml ul ul

*Zaostiovaci gel obsahuje 0,5M Tris-HCI pH 6,8; délici gel obsahuje 1,5M Tris-HCI pH 8,8.
*Pfed zah4jenim polymerizace bylo ptidano 20 pl TEMED a 200 pl 10% APS

3.2.13 Imunodetekce metodou Western blot

Proteiny z gelu byly pifeneseny na nitrocelul6zovou membranu pomoci pfistroje
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Pfenos trval 10 minut pii 2,5 A a 25 V. Uéinnost pfenosu
proteini  byla zkontrolovana obarvenim membrany v roztoku Ponceau S
(0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova). Byla provedena imunochemicka detekce
GSNOR proteinu a poté detekce His-tagu pro ovéfeni ptitomnosti histidinové kotvy
V rekombinantnim proteinu.

Pro detekci GSNOR byla membrana byla inkubovana v blokacnim pufru (5% susené
odstiedéné mléko; TTBS (pufr TBS: 20mM  Tris-HCI, 500mM  NaCl, pH
7,5+ 0,1% Tween)) po dobu 2 hodin. Po inkubaci byla na membranu nanesena
primarni krali¢i polyklonalni protilatka anti-SIGSNOR (1:1000 v bloka¢nim pufru)
a inkubace probihala pfes noc pii 4°C. Nasledujici den byla membriana promyta
4x 10 min roztokem TTBS. Na membranu byla nanesena komeréni sekundarni
anti-krali¢i protilatka IgG znacena alkalickou fosfatasou (1:5000 v TTBS; Sigma

Aldrich, Némecko). Po hodin¢ byla opét promyta. Pro kolorimetrickou vizualizaci byl
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pouzit roztok NBT/BCIP (Sigma), jelikoz sekundarni protilatka byla znacend alkalickou
fosfatasou. Po 5 minutaich byl NBT/BCIP vylit, membrana byla promyta vodou
a intenzita bandt vyhodnocena v programu ImageStudio pomoci pfistroje Gel Doc EZ
Imager.

Pro detekci 6xHis-tagu byl pouzit protokol podle HisProbe-HRP kitu (Thermo
Scientific, USA). Na membranu nanesen bloka¢ni roztok BSA (25 mg-ml™) /TBST
(25 mM Tris-HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl; 0,05% (w/v) Tween-20) a membrana byla
inkubovdna po dobu 1 hodiny pfi RT. Poté byla promyta v TBST a inkubovana
s protilatkou HisProbe-HRP (1:5000; RT; 1 hod). Po inkubaci byla membrana opét
nékolikrat promyta TBST a inkubovéana s chemiluminiscencnim substratem SuperSignal
West Pico (5 min). Nasledn¢ byla membrana vyhodnocena pomoci

chemiluminiscenéniho skeneru a programu ImageStudio.

3.2.14 Stanoveni enzymové aktivity

Pro stanoveni kinetickych parametri GSNOR a jejich mutantd byla testovana jak
reduktasova, tak dehydrogenasova reakce. Pro reduktasovou reakci s koenzymem
0,2mM NADH byly pouzity substraty 0,4mM S-nitrosoglutathion (GSNO)
a 0,4mM S-nitrosocystein (CysNO). Aktivita byla métena ve 20mM  Tris-HCI pufru,
pH 8,0 a 2-50 puM enzymu PiGSNOR. Dehydrogenasova aktivita byla méfena
s koenzymem 2,4mM NAD® pro substraty:  1mM S-(hydroxymethyl)glutathion
(HMGSH), 1mM farnesol, 1ImM geraniol, 1mM kyselina 12-hydroxydodekanova
(12-HDDA), 1mM cinnamylalkohol, ve 100mM NaOH-glycinovém pufru, pH 10,0.
Absorbance byla méfena na UV/VIS spektrofotometru Agilent pti vinové délce 340 nm
ve tfech méfenich (5 min, 30°C). Naméfené parametry Kp, a Vi byly vyhodnoceny
v programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3.2.15 Skladovaci stabilita

Teplotni stabilita byla méfena pro substrat GSNO a koenzym NADH, a to v sedmi
méfenich v prubéhu dvanacti dni. Testované enzymy byly po tuto dobu uchovany
pii 25°C, 4 °C a -20°C. Aktivita byla opét méfena na spektrofotometru UV/VIS

pii vlnové délce 340 nm ve tfech métenich.

3.2.16 pH optimum
Pro ur¢eni optimdlniho pH PiGSNOR byl pro reduktiasovou reakci pouzit substrat
0,4mM S-nitrosoglutathion s koenzymem 0,2mM NADH. Aktivita byla méfena
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ve 20mM Tris-HCI pufru s riznymi pH: 6,5; 6,9; 7,2; 7,5; 7,8; 8,1; 8,4; 8,7; 9,0.
Pro aktivitu dehydrogendsové reakce byly pouzity substraty
1mM S-(hydroxymethyl)glutathion, 1mM farnesol, 1mM geraniol, 1mM kyselina
12-hydroxydodekanova, ImM cinnamylalkohol a koenzym 24mM NAD®
ve 100mM NaOH-glycinovém pufru. Jeho optimum bylo testovano pii pH: 8,5; 8§,8;
91;94;9,7; 10,0; 10,3; 10,6.

3.2.17 Stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace

Inhibi¢ni koncentrace ICsy byla testovana s dvéma inhibitory: 1mM N6022
a 20mM glutathionem. Aktivita PiGSNOR byla méfena u reduktasové reakce
se substratem  0,4mM  S-nitrosoglutathionem a koenzymem 0,2mM NADH
ve 20mM Tris-HCI pufru, pH 8,0 v 96-jamkové desce na mikrodestickovém readeru
Synergy. Inhibi¢ni parametry byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3.2.18 Cirkularni dichroismus

CD spektroskopické meétfeni bylo provedeno na CD spektrofotometru Jasco-J815
v kyvetach o optické draze 0,1, 0,2 a 0,5 cm v rozsahu vlnovych délek 190-300 nm.
Vysledna kiivka byla ziskana jako primér tfech méteni. CD spektrofotometr
vyhodnocuje jednotliva spektra v hodnotach elipticity (mdeg). Hodnoty jsou prevedeny

na jednotky rezidualni -elipticity 0 (deg-cm?dmol™) pomoci rovnice: [0] =

100xsignal

o , kde [0] rezidualni elipticita, signal jsou hodnoty zméfené piistrojem v mdeg,

C je koncentrace proteinu v mM, n je pocet aminokyselinovych rezidui a | je délka
kyvety v cm. Méfeni proteind probihalo pfi koncentraci 0,1 mg-ml™ ve 20mM pufru
Tris-HCI, pH 8,0.

-52 -



4

Zavér

Mistn¢ fizenou mutagenezi byly uspéSné pfipraveny mutantni proteiny
PiIGSNOR-T95Q a PiGSNOR-S324T pro porovnani s PIGSNOR-WT.

Ziskané proteiny byly uspésné produkovany na zakladé optimalizované doby
ateploty indukce exprese pomoci IPTG a purifikovany pomoci afinitni
chromatografie.

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla stanovena molekulovda hmotnost
podjednoty ~ 45 kDa pro vSechny PIGSNOR proteiny.

Imunodetekci pomoci metody Western blot byla potvrzena piitomnost GSNOR
proteinu, tak histidinové kotvy pfitomné v rekombinantnich proteinech.
Hexahistidinova kotva nebyla pro naslednou biochemickou in vitro
charakterizaci odStépena, nebot’ neovlivitovala aktivitu enzymu.

U proteinll byla stanovena skladovaci stabilita, pH optimum a za pomoci téchto
kritérii byla meétfena substratova specifita a kinetick¢é parametry Kn a Viim.
U vSech enzymi bylo zjisténo, ze hlavnimi substraty jsou S-nitrosoglutathion
pro reduktasovou reakci a S-(hydroxymethyl)glutathion pro dehydrogenasovou
reakci.

Pti testovani ICsp inhibitord glutathionu a N6022, bylo potrvzeno, Ze silnéjsi
inhibi¢ni u¢inky ma inhibitor N6022.

Byla porovnana aktivita mezi mutantnimi proteiny z PIGSNOR a SIGSNOR.
Bylo zjisténo, ze glutamin v mutaci T95Q PiGSNOR je klicovym reziduem pro
vazbu substratu. Pro vazbu ligandu je vhodnéjsi reziduum threoninu v mutaci

S320T z SIGSNOR.
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6 Seznam pouzitych symboli a zkratek

12-HDDA
AA/BIS
AcGSNOR
ADH IlI

12-hydroxydodekanova kyselina
Akrylamid-N,N*-bisakrylamid
S-nitrosoglutathionreduktasa z Antrodia camphorata
Alkoholdehydrogenasa tiidy III

Anti-GSNOR Protilatka proti S-nitrosoglutathionreduktase

APS
AtGSNOR
B-PER
BoGSNOR
CysNO
DMSO
EDTA
FALDH
FDL

GFD

GSH
GSNO
GSNOR
GSONH;
GSNHOH
GSOOH
GSSG
hGSNOR
HMGSH
ICso

IPTG
LB agar

LB médium

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight
3-(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(-4-karbamoyl-2-methylfenyl)-1H-

N6022

Persiran amonny

S-nitrosoglutathionreduktasa z Arabidopsis thaliana
Bakterialni proteinové ¢inidlo
S-nitrosoglutathionreduktasa z Brassica oleracea
S-nitrosocystein

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraoctova kyselina
Glutathion-depententni formaldehyddehydrogenasa
Formaldehyddehydrogenasa
Glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
Glutathion

S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathionreduktasa

Glutathion sulfonamid

N-hydroxysulfinamid

Glutathionsulfinové kyselina

Glutathiondisulfid, oxidovany glutathion

Lidska S-nitrosoglutathionreduktasa
S-(hydroxymethyl)glutathion

Koncentrace inhibitoru, pfi které je pocatecni rychlost reakce rovna

poloving pocate¢ni rychlosti reakce v neptitomnosti inhibitoru

Isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria/Bertani agar

Luria/Bertani médium

pyrrol-2-yl)propionova kyselina
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NAD"
NADH
NADP*
NBT-BCIP
NH,OH
N2O3

NO,

NO;
NO,CI
NO

NO*
ODs0o
ONOO
PCR
PMSF
PTM

RT

SDS
ScGSNOR
SIGSNOR
RtGSNOR
RNS

ROS
TEMED

Tyre

Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Nitrotetrazoliova modi s 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-fosfatem

Hydroxylamin

Oxid dusity

Oxid dusicity

Nitrit, dusitanovy anion
Nitrylchlorid

Nitrosylovy anion

Nitrosonium

Optické denstita pfi 600 nm
Peroxodusitan, peroxonitrit
Polymerazova fetézova reakce
Fenylmethylsulfonyfluorid
Posttransla¢ni modifikace
Pokojova teplota

Dodecylsulfat sodny
S-nitrosoglutathionreduktasa ze Saccharomyces cerevisiae
S-nitrosoglutathionreduktasa ze Solanum lycopersicum
Krysi S-nitrosoglutathionreduktasa
Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku
N,N,NN*-tetramethylendiamin
Tyrosinovy radikal
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