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Abstrakt
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CILE PRACE

V teoretické ¢asti predlozené diplomové prace bylo cilem zpracovat literarni resersi

shrnujici obecny vyznam, vlastnosti a funkce histondeacetylas (HDAC)

shrnujici doposud zndmé poznatky o rostlinnych HDAC typu HD-tuinl vcéetné
jejich struktury, fylogeneze a exprese béhem vyvoje rostlin a v odpovédich
na abiotické 1 biotické stresové podminky

zabyvajici se elicitiny, elicitory proteinové povahy, se zaméfenim

na mechanismus bunécné smrti indukované kryptogeinem

V experimentalni ¢asti bylo cili prace

optimalizace metody pro stanoveni aktivity HDAC fluorimetrickymi
a spektrofotometrickymi metodami a detekci HDAC v rostlinném materidlu
metodou Western blot

studium funkce HDAC v mechanismu bunééné smrti v modelovych systémech
bunécné kultury a listh tabaku po aplikaci kryptogeinu

studium tlohy HDAC béhem mechanismu regenerace protoplasti tabaku



1 Uvod

Histondeacetylasy (HDAC) jsou skupinou enzymt, které jsou vzhledem k povaze svych
substratli, jimiz jsou primarn¢ acetylované lysiny histonl, zapojeny do regulace
transkripce gent. Konkrétné jsou funkce HDAC spojovany predevSim s transkripcné
umlc¢enym chromatinem (Allis et al., 2007). Problematika HDAC je v poslednich
letech pomérné Castym predmétem zkoumani. V ptipadé zivocisnych HDAC jsou tyto
enzymy hojné¢ studovany v mechanismu bunécné smrti, kdy je pozornost vénovana
pifedevSim jejich inhibitorim jako potencialnim protinadorovym farmakologickym
ptipravkim (Gallinari et al., 2007). U rostlinnych HDAC byla doposud detailné
popsana jejich funkce predev§im ve spravném vyvoji semen (Yano et al., 2013) nebo
v odpovédich na stresové podminky jak abiotického (Han et al., 2016), tak biotického
pivodu (Bourque et al., 2011). Pro HD-tuiny tabaku, specifickou rostlinnou rodinu
HDAC (Pandey et al., 2002), bylo popsano, Ze vystupuji jako negativni regulatory
u kryptogeinem vyvolané bunétné smrti (Bourque et al., 2011). Zapojeni HD-tuint
V systému rostlina-patogen bylo pfedmétem zkoumani i dalSich studii (Ding et al.,
2012; Melmaiee et al., 2015).

Kryptogein, asi nejznaméjsi zastupce elicitintl, elicitorti proteinové povahy, spousti
u tabaku sled udalosti vedoucich k hypersenzitivni reakci a nekroze (Garcia-Brugger
et al., 2006). Jednou z dil¢ich udalosti nastavajicich po aplikaci kryptogeinu je
elicitorem indukovana produkce oxidu dusnatého (NO). Ta je nejspiSe regulovana nejen
prostiednictvim reaktivnich forem kysliku v mechanismu zapojujicim NADPHoxidasu
NtRBOHD (Kulik et al., 2015), ale ¢aste¢né je i pod kontrolou histondeacetylas typu
HD-tuinti (Bourque et al., 2011). Provazanost a pfesny mechanismus zminéné signalni
drahy ucinkd kryptogeinu ale nebyly doposud podrobné prozkoumany. NO rovnéz
ovliviiuje funkce HDAC, a to prostiednictvim S-nitrosylace. Regulaci HDAC
S-nitrosylaci byla zatim vénovana pozornost opét v ptipadé zivoc¢isnych enzymi (Nott
et al., 2008).

HDAC by také mohly byt vyznamné zapojeny v procesech regenerace protoplasti,
vzhledem Kk rozsahlé strukturalni reorganizaci chromatinu, tykajici se ptredev§im
dekondenzace heterochromatinu, ktera se pii protoplastizaci odehrava (Ondfej et al.,
2009). Na ptusobeni HDAC b&hem regeneracnich procest, bylo jiz také upozornéno

ve studiich na zivoc¢isnych modelech (He et al., 2014).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

Ackoli vSechny buiiky v organismu obsahuji stejnou genetickou informaci zakédovanou
v sekvenci DNA, tak se jednotlivé typy bunck a jejich funkce lisi. Za to jsou
zodpovédné kvalitativni 1 kvantitativni odliSnosti v expresi genti, kterd je zékladem
diferenciace bunék. Vzory exprese gent, které charakterizuji diferenciované bunky, jsou
vytvareny béhem vyvoje organismu. Buinky tak mohou dédit i informaci, ktera neni
zakdédovana v nukleotidové sekvenci DNA, a tehdy hovoiime o tzv. epigenetické
informaci. Geny eukaryotnich organismt jsou tedy ovliviiovany i epigenetickymi
udélostmi, mezi které patii methylace DNA anebo modulace struktury chromatinu, ktera
ma nasledné dopad na regulaci exprese gent (Allis et al., 2007).

Obecné geny lokalizované v oblasti kondenzovaného heterochromatinu jsou
prepisovany. Tyto trvalé ¢i prechodné zmény struktury chromatinu jsou uskute¢iiovany
riznymi mechanismy vcetné posttranslacnich modifikaci histonii, reorganizaci
jednotlivych histonovych variant a ATP-dependentnich remodelaci chromatinu (Allis

et al., 2007).

2.1 Posttranslaéni modifikace histonu

Histony napomahaji nejen poskladani DNA v jadru, ale také pro né€ bylo prokazano, Ze
jsou zapojeny V regulaci exprese genti (Grunstein, 1997). Jaderné histony jsou vysoce
konzervované bazické proteiny s globularni doménou, kolem kterych je obto¢ena DNA.
Relativné nestrukturované a flexibilni konce histoni vycnivaji z nukleosomill a jsou
pfedmétem riznych posttranslacnich modifikaci, kter¢ méni jejich nadboj a nasledné
I funkci (Allis et al., 2007), z nichz nejlépe charakterizované jsou kovalentni modifikace
methylace, acetylace a fosforylace. DalSi modifikace probihajici na histonech jsou
ubikvitinylace, sumoylace, ADP ribosylace, deiminace (Thiagalingam et al., 2003),
a nekovalentni modifikace isomerace prolind, kterd se odehrava na histonu H3 (Nelson
et al., 2006). Souhrn modifikaci histond je uchovan v epigenetické paméti bunky
ve formé tzv. ,histonového kodu®, ktery determinuje strukturu chromatinu a nésledné
1 aktivitu genli (Jenuwein a Allis, 2001). V dusledku toho dochazi k ovlivnéni mnoha

biologickych procest vcetné¢ jiz zminéné bunécné diferenciace, dale vyvojovych



procest jako kontroly délky kveteni nebo vyvoje semen a reakci organismu na svételné
a teplotni podminky. Zajem o HDAC stoupa béhem odpovédi rostlin na bioticky
a abioticky stres, kdy dochazi k zaméfeni na zmény ve struktufe chromatinu jako

potencionalniho prostfedku pro regulaci piirozené imunity rostlin (Chen a Tian, 2007).

2.1.1 Acetylace a deacetylace histont

Reversibilni posttranslacni modifikace proteint tykajici se chemické vazby acetylové
skupiny z acetyl-S-CoA Kk g-aminoskupiné lysinu byla poprvé popsana u histona
(Allfrey et al., 1964). Za acetylaci jsou zodpovédné histonacetyltransferasy (HAT)
(Gallwitz, 1971) a naopak odstranéni acetylové skupiny katalyzuji histondeacetylasy
(HDAC). Vzhledem ke schopnosti plsobeni i na nehistonové proteiny
(napf. transkrip¢ni faktory nebo koregulatory transkripce), jsou HAT a HDAC obecné

oznacovany jako lysinacetyltransferasy a lysindeacetylasy (Chen a Tian, 2007).

Rané studie zabyvajici se problematikou téchto enzyml naznacovaly, Ze acetylace
histonii pozitivné koreluje s transkripci, jelikoz se histony nachéazeji ve stavu opacném
Kk niz§im hladinam acetylace spojovanym s transkripén¢ uml¢enym chromatinem. Nyni
se zavéry nekterych studii ptiklani k varianté, ze aktivatory transkripce zapojuji HAT
za Ucelem acetylace nukleosomalnich histont, zatimco transkripéni represory zapojuji
HDAC pro deacetylaci histonti (Liu et al., 2014). Navic HAT a HDAC jsou casto
soucasti vétSich komplext, anebo nékteré z koaktivatorovych ¢i korepresorovych

proteinti pfimo vykazuji enzymovou aktivitu téchto proteini (Kouzarides, 2007).

Acetylace lysinovych zbytkli rusi jejich pozitivni naboj, ¢imz redukuje silu vazby
histonovych konctl k negativné nabité DNA (Garcia-Ramirez et al., 1995), dochazi tak
k rozvolnéni struktury chromatinu, ktera se stava pfistupnéjsi pro transkripci. Acetylace
lysinti na N-koncich histonl je tedy spojovana s aktivaci genli (Eberharter a Becker,
2002). Navic acetylaci lysini dochéazi k vytvareni dokovacich mist, mezi které patii

napf. bromodomény, pro transkripéni koaktivatorové proteiny (Kanno et al., 2004).
2.1.2 Specifita HAT a HDAC aktivity

Acetylace histonil je zapojena v fadé bunécnych procest, pfiCemz odlisné funkce
nejspiSe vyzaduji selektivni acetylaci a deacetylaci specifickych histoni a tim

1 specifickych lysinovych residui na individualnich histonech (Turner, 2000). To je



podporovano skutecnosti, ze histony H4 jsou acetylovany na lysinech 5 a 12, ale nikoli

v pozici 16 (Chang et al., 1997).

Krom¢ lysind, které jsou soucasti histonl, jsou potenciondlnimi substraty HAT
a HDAC in vivo napt. chromosomalni HMG (high mobility group) proteiny, které jsou
posttransla¢né acetylovany na specifickych lysinech in vivo (Sterner et al., 1981), nebo
mikrotubularni protein o-tubulin acetylovany na lysinu 40 (Schatten et al., 1988).
Pro purifikované HAT bylo identifikovano nékolik dalSich nehistonovych substrati
acetylovanych in vitro: napf. p-podjednotka transkripéniho faktoru TFIIE, obé
podjednotky transkripéniho faktoru TFIIF (Imhof et al., 1997) a také transkripéni
protein p53 (Gu a Roeder, 1997). Mistn¢ specifické protilatky prokazaly, Zze definovana

lysinova residua p53 jsou acetylovana i in vivo (Liu et al., 1999).

Pro rodinu enzymil acetyl-CoAsynthetas bylo prokdzano, ze je regulovéana
reversibilni acetylaci (Shi a Tu, 2015). U acetylace lysinového residua v aktivnim misté
acetyl-CoAsynthetasy bylo pozorovano, ze dochazi k inhibici aktivity enzymu
mechanismem zpétnovazebné inhibice v odpovédi na vysokou hladinu acetyl-CoA.
Deacetylace téchto enzymi byla katalyzovana sirtuiny (rodina HDAC), které obnovily
jejich aktivitu (Hallows et al., 2006).

2.2 Histondeacetylasy typu HD-tuini

Histondeacetylasy (HDAC, EC 3.5.1.98) jsou mezi eukaryotnimi organismy Siroce
rozsifeny. Jsou ptitomny u kvasinek, rostlin i savcl. Jednd se o vysoce konzervované
proteiny, u kterych fylogenetické a sekven¢ni charakteristiky umoznily HDAC rozd¢lit
do nékolika rodin. Sav¢i histondeacetylasové proteiny mohou byt na zakladé homologie
s kvasinkovymi HDAC klasifikovany do tii zakladnich rodin: RPD3 (Reduced
Potassium Dependency 3), HDAL a SIR2 (sirtuiny; Silent Information Regulator 2)
rodiny (Thiagalingam et al., 2003).

Rostlinné proteiny s ptedpokladanou histondeacetylasovou aktivitou byly poprvé
charakterizovany u hrachu (Sendra et al., 1988). Na zakladé¢ sekvencni homologie
s histondeacetylasami  kvasinek jsou rostlinné HDAC, podobné¢ jako sav¢i,
klasifikovany do tii rodin — RPD3/HDAL, SIR2 a HD2 rodiny. Histondeacetylasy typu
HD2, taktéz oznacovany jako HD-tuiny, jsou enzymy, jejichz pfitomnost byla doposud
popsana pouze u rostlin (Pandey et al., 2002).



HD-tuiny byly poprvé detekovany (Lopez-Rodas et al., 1991) a purifikovany
(Brosch et al., 1996) z kukutice (Zea mays) a byly charakterizovany jako kyselé jaderné
fosfoproteiny, které mohou regulovat ribosomalni strukturu chromatinu a jeho funkce
(Lusser et al., 1997). Podle vyzkumi jsou tyto proteiny ¢asto spojovany s vyvojem
rostlin, napf. vyvojem semen (Wu et al., 2000) a klicenim semen (Yano et al., 2013),
a s odpovéd’'mi rostlin na stresové faktory (Sridha a Wu, 2006; Colville et al., 2011;
Luo et al., 2012; Bourque et al., 2011). Pro rostliny specificka tiida histondeacetylas
muze tedy odrazet odliSnosti ve vyvoji a v odpovédich rostlin na environmentalni

podminky od kvasinek a savcu (Pandey et al., 2002).
2.2.1 Struktura HD-tuind

HD-tuiny se ve své struktufe 1isi od rodin RPD3/HDAI a SIR2, ale jejich sekvence je
Castecné homologni s peptidyl-prolyl cis-trans isomerasami (PPlasami). Konkrétné
vykazuji podobnost s FKBP rodinou peptidyl-prolyl cis-trans isomeras hmyzu
a kvasinek (Aravind a Koonin, 1998), a potom také s jadernym RNA-vazebnym
proteinem ptitomnym u Trypanosomy brucei (Dangl et al., 2001). Ackoli mira
konzervace celkové sekvence neni piili§ vysokd (napt. 21 % mezi ZmHD2a kukufice
a FK506-vazebnym proteinem 46 (FKBP46) hmyzu z rodu blyskavek (Spodoptera), tak
tyto proteiny, vzhledem kK jejich PPlasovym a RNA vazebnym doménam, vykazuji
podobnost s N-terminalnimi a kyselymi/bazickymi doménami HD-tuinu. FKBP
proteiny jsou na zéklad¢ jejich primarni struktury klasifikovany do 4 skupin (Himukai
et al., 1999), ptiCemz pouze zastupci skupiny A, ktefi jsou prevazné lokalizovani
Vv jadfe, vykazuji homologii k domnélym katalytickym doménam HDAC typu HD2
(Alnemri et al., 1994).

Srovnani aminokyselinovych sekvenci HDAC proteinti z Arabidopsis, kukufice
a ryze ukazal, Ze HD-tuiny jsou poskladany ze 3 zdkladnich domén (obr. 1):
N-termindlni oblasti obsahujici konzervovany pentapeptidovy motiv. MEFWG
nasledovany doménou pro deacetylasovou aktivitu; dale z centralni domény bohaté
na kyselé aminokyseliny, kterd je zapojena v regulaci enzymové aktivity; a z variabilni
C-termindlni domény, kterd miiZze obsahovat sekvenci jaderného lokaliza¢niho signalu
(NLS) (Dangl et al., 2001). C-terminalni doména u 6 z 8 analyzovanych HD2 proteint,
obsahovala motiv pro jeden zinkovy prst, ktery je pravdépodobné zapojen do interakci

protein-protein nebo DNA-protein (Ma et al., 2013).
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Obr. 1 Schematické zobrazeni konzervovanych domén u HDAC typu HD-tuint. (P =
ptrepokladana fosforyla¢ni mista pro kaseinkinasu 2a)(upraveno podle Grandperret et al., 2014).

Podobn& jako u RPD3 rodiny HDAC miize byt navazdni Zn?* piedpokladem
pro aktivitu HD-tuind. Doposud sice nebyl piedlozen piimy dikaz jejich deacetylasové
aktivity (Grandperret et al., 2014), ale tato aktivita byla podlozena né€kolika nepfimymi
dukazy s mutacemi anebo inhibicemi HD-tuini vyustujicimi v akumulaci histond
a né€kterych jadernych proteinti v hyperacetylované formé¢ (Bourque et al., 2011; Ding
etal., 2012).

2.2.1.1 N-terminalni doména

HD-tuiny na svém N-konci obsahuji pentapeptidovy motiv MEFWG (Dangl et al.,
2001). Analyza proteind tabakovych bun¢k hmotnostni spektrometrii (MS) ukazala, ze
methionin z N-konce miZe byt odstranén (Bourque et al., 2011). Vyznamna je
pfitomnost druhé aminokyseliny tohoto motivu — kyseliny glutamové. Podle
N-koncového pravidla (Gonda et al., 1989) je pfitomnost glutamové kyseliny na
N-konci spojovana s relativné kratkym poloc¢asem zivota (half-life). HD-tuiny mohou
tedy vykazovat kratky polocas Zivota, ktery se pravdépodobné podili na kontrole jejich
biologickych funkci. To bylo potvrzeno u HD2 z Nicotiana tabacum, u nichz jsou
polocasy Zivota vyrazné zkraceny v odpovédich na biotické stresy (Grandperret et al.,

2014).

Dale jsou v aminokyselinové sekvenci N-termindlni oblasti pfitomny dvé
konzervovana aminokyselinova residua, u kterych se predpoklada, ze jsou kritickymi
pro katalytickou aktivitu HDAC. Jedna se o histidin v pozici 25, ktery je obklopen
hydrofobnimi aminokyselinami, a aspartat (nebo glutamat u AtHD2c) v pozici 72
(Aravind a Koonin, 1998). Dale je pro deacetylasovou aktivitu dilezitda kyselina
glutamova v pozici 69 (Dangl et al., 2001). Nové analyzy N-terminalni deacetylasové
domény HD2 u nékolika rostlinnych genomt ukazuji, Ze histidin v pozici 25 je soucasti

vétsiho konzervovaného HxSQxxL motivu. Deacetylasovd doména HD-tuind se



vyrazné neshoduje s doménami u zbylych rodin HDAC, coz by mohlo poukazovat na
skutecnost, ze jednotlivé rodiny jsou cileny na rizné proteinové substraty (Ma et al.,

2013).

2.2.1.2 Centralni doména

Rozsahla centralni doména je bohatd na residua aspartatu. Tato kyselda doména dale
obsahuje residua serinii nebo threoninti, pro néz se predpoklada, ze jsou fosforylovany
kaseinkinasou 2a (CK2a). CK2a je jaderna kinasa, kterd kontroluje mnoho zakladnich
biologickych procest jako je bunéény cyklus, bunécna diferenciace nebo apoptdza
(Litchfield, 2003). U Zm-HD2a bylo prokazano, ze je skutecné substratem pro CK2

in vitro (Lusser et al., 1997).

Pozménéné uspotadani kyselych a bazickych isekd ma vliv na interakce s histony
anebo DNA. Tyto interakce mohou byt dile modulovany fosforylaci specifickych
residui. Porovnanim sekvenci u Arabidopsis a kukufice byla demonstrovana odlisnost
tykajici se rozsahu kyselych tsekti a soucasn¢ poctu a pozic moznych fosforyla¢nich
mist pro CK2 (napft. pozice 6 u AtHD2a a pozice 12 u AtHD2c), coz nejspise souvisi se
skute¢nosti, ze jednotlivé HDAC mohou byt s histony asociovany odlisné (Dangl et al.,
2001). Nabité domény jako tyto mohou byt nalezeny i u dalSich jadernych proteint
vcetné nukleolinu, B23 nebo u vzdalené ptibuzného proteinu Nopp44/46 (Lapeyre et
al., 1987; Chang a Olson, 1990; Das et al., 1998), coz podporuje hypotézu o funkci
proteind s témito doménami V jaderném cileni (Trimbur et al., 1999). Pro centralni
doménu HD-tuinl je také experimentdlné prokazano, Ze je zodpovédnd za odliSnosti
pozorované zdanlivé molekulové hmotnosti HD2 proteini o pfedpovézené hmotnosti

pii polyakrylamidové elektroforéze (SDS-PAGE)(Bourque et al., 2011).
2.2.1.3 C-terminalni doména

Okolo 60 % doposud znamych HD-tuinli obsahuje jako soucast C-terminalni domény
motiv zinkového prstu, které patii mezi C2H2 typy Zn-prsti (Ciftci-Yilmanz a Mittler,
2008). Vzhledem k povaze a vzdalenosti residuji komplexujicich Zn (CX2CX2-
4FX5LX2HX3-5H) patii tyto motivy konkrétné do TFIIIA typu C2H2 zinkovych prsti,
které jsou ve vétSin€ pifipadl soucasti DNA-vazebnych domén a jsou pfimo zapojeny
VvV rozpoznavani specifickych sekvenci DNA (Takatsuji, 1998). Navazani ke specifické

sekvenci DNA se uskuteciiuje pres konzervovanou sekvenci QALGGH (Isernia et al.,



2003). Vzhledem Kk faktu, ze analyzované HD2 proteiny postradaji tuto konzervovanou
QALGGH sekvenci a nejspiSe neobsahuji zadny dalSi sekvencéni motiv potiebny pro
navazani k DNA, jsou Zn-prsty pravdépodobné zapojeny v interakcich protein-protein,
kdy jsou samotné zinkové prsty pro dané interakce dostatecné (Mackay a Crossley,
1998). To je v souladu s vysledky, které ukazaly, Zze ZmHD?2a je soucasti 400kDa
komplexu in vivo (Brosch et al., 1996), a také dalsi zastupci HDAC jsou soucasti
nekterych regulacnich komplexti (Johnson a Turner, 1999). Ackoli tyto studie nebyly
pfimo zaméfeny na zapojeni zinkovych prstti v protein-proteinovych interakcich, pro
HD2c z Arabidopsis byla potvrzena interakce s HDAG a vazba k histonu H3 pfi regulaci
ABA-zavislych genti (Luo et al., 2012). Obdobn¢ byla prokazana fyzické interakce
DIHD2 z ovoce longan (Dimocarpus longan) s DIERF1-ethylen responzivnim faktorem

pii regulaci senescence (Kuang et al., 2012).

2.2.1.4 Posttranslacni modifikace HD-tuinu

HDAC obsahuji mnoho serinovych a threoninovych residui, kterd mohou podléhat
fosforylacim, coz mé nésledné dopad napt. na jejich enzymovou aktivitu. Napt. u HDI
z kukufice bylo popséano, ze u fosforylované formy HD1 dochdzi ke zméné€ substratové
specifity pro purifikované individudlni histony: u fosforylované formy HD1 dochézi
ke zvySeni specifity pro histon H2A a naopak ke snizeni specifity pro histon H3
ve srovnani s formou HD1, kterd byla vystavena plsobeni alkalické fosfatasy (Brosch
et al.,, 1992). Taktéz u tabakovych NtHD2a a NtHD2b se nachazeji sekvence
s fosforylaénimi misty pro CK2, pficemz fosforylace obou isoforem NtHD2 nastava

v jadfe béhem aktivace jaderné CK2 (Bourque et al., 2011).

Fosforylace proteini asociovanych s histony je také vyznamna, jak bylo
demonstrovano u retinoblastomového proteinu, coZ je transkripéni korepresor, ktery
zapojuje HDAC za G¢elem umlceni genii aktivnich v S-fazi bunééného cyklu, a které
jsou regulovany transkripénimi faktory EF2 (Weinberg, 1995). U rostlin doposud
situace s posttranslaénimi modifikacemi HD-tuini neni tolik zmapovana jako
u zivo€iSnych enzymu, pro které byly popsany taktéz fosforylace (Cai et al., 2001),
acetylace (Qiu et al., 2006), ubikvitinylace (Hook et al., 2002), sumoylace (David et al.,
2002) a S-nitrosylace (Nott et al., 2008).

2.2.2 Lokalizace HD-tuinu

Histondeacetylasy jsou lokalizovany v jadie, cytoplasmé a mohou mezi témito
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kompartmenty prechdzet. HDAC jsou také pifitomny v organelach, jako jsou
mitochondrie, chloroplasty nebo endoplasmatické retikulum (Ma et al., 2013). Odlisna
subcelularni lokalizace mize byt spojovana s jejich riznymi bunéénymi funkcemi.
Obecn¢ jsou HDAC primarné lokalizovany v jadfe za ucelem regulace jadernych
histoni — jejich struktury a funkci. HDAC mohou v jadfe existovat jako rozpustné,
navazané na chromatin anebo ve formé asociované s matrix, pricemz zastoupeni kazdé
formy mtize byt odliSné. Napt. béhem kliceni embrya u kukufice existuje HD-1A
pirevazné jako rozpustna forma a HD-2 navézéna na chromosom, zatimco HD-1B
existuje jako forma rozpustna i navdzana na chromosom v zavislosti na stadiu kli¢eni

(Grabher et al., 1994).

Lokalizace HDAC v chloroplastech a mitochondriich odraZi jejich role v centralnich
metabolickych drahach vcetné fotosyntézy. HD2 proteiny, na rozdil od RPD3/HDAI
proteint, jsou specificky lokalizovany v jadérku a mohou byt zapojeny v regulaci
struktury a funkci ribosomalniho chromatinu (Lusser et al., 1997). Vnitrobunééné

lokalizace HDAC jsou také variabilni v rznych rostlinnych pletivech (Ma et al., 2013).

2.2.3 Fylogeneze HD-tuinu

Podle porovnani doposud sekvenovanych genomi patii HD-tuiny do malych rodin
gent, které jsou pievazné slozeny ze dvou (napf. u ryze nebo révy vinné€) nebo Ctyt
(u Arabidopsis) ¢lent. VétSina téchto HD-tuinih ma podobnou strukturu s jiz

zminénymi konzervovanymi doménami (Grandperret et al., 2014).

Fylogeneticka analyza HD-tuind u Arabidopsis, kukutice a ryze a dalSich rostlinnych
genll pro HD2 umoznila sekvence pro jednodélozné a dvoudé€lozné rostliny rozdélit
na dvé skupiny HD2, coz naznacuje, ze jednod€lozné a dvoudélozné rostliny mohou mit
rizné predky anebo ze HD-tuiny u jednodé€loznych rostlin mohou byt vyvinuty
a diverzifikovany z dvoudéloznych homologt (Pandey et al., 2002).

2.2.3.1 HD2 u jednodéloznych a dvoudéloZznych rostlin

Byla provedena fylogenetickd analyza nukleotidovych sekvenci kodujicich
konzervované motivy uvnitt domén HDAC, kterd umozZnila vytvofit fylogeneticky
strom (obr. 2). Analyza za pouZiti proteinovych sekvenci poskytnula fylogeneticky
strom s podobnou topologii a stejnymi hlavnimi znaky. Sekvence HD-tuinl

jednodé€loznych a dvoudéloznych rostlin jsou oddéleny do dvou odlisSnych vétvi, coz je
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siln¢ podporovano statistickou analyzou. Z analyz vyplyva, ze jediny gen kodujici HD2
u predku jednod€loznych a dvoudé€loznych byl zakladem pro vSechny HD2 proteiny
vdané rodiné. Dale analyzy naznacuji, Ze znaky pro Kklasifikaci do skupiny
dvoudéloznych jsou v souladu s piedpokladanou duplikaci gent, ktera nastala pred
diverzifikaci dvoudéloznych rostlin béhem evoluce, ze které vznikly rodiny Solanaceae,

Malvaceae a Aizoaceae (Pandey et al., 2002).
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Obr. 2 Fylogeneticky strom HD-tuinG u jednodéloznych a dvoudé€loznych rostlin (upraveno
podle Pandey et al., 2002).

2.2.3.2 HD2 u husenic¢ku (Arabidopsis thaliana)

Wau et al. v roce 2000 identifikovali dvé HDAC typu HD2: AtHD2a a AtHD2b, jejichz
aminokyselinové sekvence mezi sebou vykazuji 52% sekvencni shodu. AtHD2a déle
vykazuje 44% homologii s kukutficnou ZmHD2, zatimcoAtHD2b s kukufi¢nou ZmHD2
shodu 46 % (Wu et al., 2000).
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Konzervovana katalytickd doména na N-terminalnim konci (Lusser et al., 1997;
Aravind a Koonin, 1998) byla identifikovana u obou isoforem AtHD2, u obou HDAC je
také pfitomna centralni kyseld doména, kterd vykazuje vysokou sekvencni homologii
s jadernymi proteiny jinych organismi. Motiv zinkového prstu v C-terminalni doméné

byl nalezen pouze u isoformy AtHD2a (Wu et al., 2000).

Delece rozsahlé kyselé domény a domény s predpokladanymi katalytickymi residui
u AtHD2a vyustila ve ztratu aktivity, kterd naznacuje, ze ob& oblasti jsou stézejni
pro enzymovou funkci AtHD2a (Wu et al., 2000). Kysela doména muze byt dulezita
pro interakci deacetylas s bazickymi konci histoni (Lusser et al., 1997). Delece
C-terminalni domény u AtHD2a neméla na enzymovou aktivitu proteinu dopad, coz
naznacuje, ze tato doména pro funkci daného enzymu naopak neni potiebnd. Misto
toho mize byt zapojovana v interakcich protein-protein pro zprosttedkovani interakci

s potencionalnimi specifickymi partnery (Wu et al., 2000).

Pandey et al. roku 2002 charakterizovali v proteomu Arabidopsis dalsi dvé HDAC
typu HD2, identifikované jiz Danglem et al. roku 2001. Proteiny jsou slozeny
z konzervované¢ N-terminalni domény, centrdlni kyselé domény a variabilni
C-terminalni domény. Konzervovany N-terminalni konec téchto proteinti obsahoval typ
HD2 domény HDAC o asi 100 aminokyselinaich. Doposud byly tedy u Arabidopsis
identifikovany Ctyfi HD-tuiny, které jsou oznacovany HDT1, HDT2, HDT3 a HDT4
(obr. 3). Histondeacetylasy HDT1 a HDT2 odpovidaji AtHD2a a AtHD2b, které
analyzovali Wu et al. (2000). Sekven¢ni porovnani HD-tuint u Arabidopsis a kukufice

byl provedeno kolektivem Dangl et al. (2001).

HOT1 ] - Zn
HDTZ ] E

Obr. 3 Organizace domén HD-tuint u Arabidopsis thaliana (ptevzato z Hollender a Liu, 2008).
Cervené prouzky v N-terminalni oblasti reprezentuji konzervovany EFWG motiv potfebny pro
enzymovou aktivitu. Cerveny box u HDT 1 reprezentuje kyselou oblast také potiebnou pro
enzymovou funkci proteinu.
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Svyjimkou HDT4 jsou zbylé¢ tii HD-tuiny pomérné¢ dobie charakterizovany.
Napi. Wu et al. pomoci jimi navrhnutého expresniho systému testovali, jestli proteiny
typu HD-tuintt mohou potlacovat expresi nékterych genti. Analyzou produkti jejich
zkonstruovaného systému ukazali, Ze HDT1 byla schopna in vivo potlacovat transkripci
reportérového genu (Wu et al., 2000). Pro HDT1, HDT2 a HDT3 bylo dale
demonstrovano, ze EFWG motiv v N-terminalni oblasti a histidin v pozici 25
(potenciondlni katalytické residuum) jsou dulezitymi slozkami jejich enzymové aktivity

(Zhou et al., 2004).

2.2.3.3 HD2 u kukufice (Zea mays)

Po prvni detekci HD-tuinil v kukufici byly charakterizovany dvé HDAC, HD1 a HD2,
vykazujici zcela odlisné vzory exprese (Lopez-Rodas et al., 1991). Zatimco aktivita
HDI1 je nizsi v suchych embryich a vzrustd béhem kli¢eni, HD2 je dominantnim
enzymem na zacatku diferenciace, ale jeji aktivita se téméf kompletné ztraci béhem

.....

faze kliceni (Georgieva et al., 1991).

HDI je ptitomna béhem celého obdobi kliceni s vice ¢i méné konstantni aktivitou,
s vyjimkou prvnich 40 hodin, kdy pozorujeme pfechodné zvyseni (Georgieva et al.,
1991). Tento ptfechodny ndrGst muze souviset s deacetylaci nové poskladaného
chromatinu, kdy je deacetylace histonli potfebna pro vystavbu nové syntetizovaného

chromatinu za uc¢elem uspotradani do struktur vys$si arovné (Annunziato a Seale, 1983).

Dangl et al. roku 2001 charakterizovali u kukufice celkem tii geny pro HDAC typu
HD-tuini, které vykazovaly vysokou sekvencni konzervovanost (obr. 4). Tyto HDAC
byly pojmenovany ZmHD2a, ZmHD2b a ZmHD2c. Byli vSak schopni identifikovat
pouze vysoce piibuzné HDAC, takZe je mozné, ze se nejedna o jediné HD-tuiny
kukufice. VSechny homology ZmHD2a vykazovaly charakteristické domény:
konzervovany N-termindlni konec, centralni ¢ast s dvéma kyselymi tseky pieruSenymi
oblasti bohatou na bazickd residua, a dal$i bazické domény pfilehlé k druhému
kyselému useku, ktery pravdépodobné zahrnuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS).
Celkova konzervace sekvenci mezi analyzovanymi proteiny se pohybovala v rozmezi

89 % u ZmHD2 a 31 % u AtHD2 (Dangl et al., 2001).
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Obr. 4 Porovnani AMK sekvenci HD2 u Arabidopsis, kukufice a ryze (ptevzato z Dangl et al.,

2001). Cerné boxy: residua konzervovana ve vSech sekvencich,

Sedé boxy:

residua

konzervovana u 50 % sekvenci, tmaveé Sedé boxy se Sipkami: domnély motiv zinkového prstu.
Vétsina sekvenci také sdilela konzervované fenylalaniny a leuciny (oznaceno hvézdickou), které

jsou pritomny v EPF transkrip¢nich faktorech.
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2.2.3.4 HD2 u ryze (Oryza sativa)

Fylogenetickd analyza genomu ryze poukdzala na pfitomnost dvou HDAC typu

HD-tuinti: HDT701 a HDT702 (Fu et al., 2007).

Overexprese HDT701 u transgenni ryze vedla ke snizeni hladin acetylace histonu H4
a zvySeni obranyschopnosti ryZze viuci patogenim Magnaporthe oryzae a Xanthomonas
oryzae pv oryzae, zatimco uml¢eni HDT701 u transgenni ryze vyvolalo zvySeni hladiny
acetylace histonu H4 a rostlinnych PRR (pattern recognition receptors) receptort. Také
doslo ke zvySené expresi genll spojenych s obranou proti patogeniim, coz naznacuje, ze
HDT701 je deacetylasa histonu H4 a ptisobi jako negativni regulator ptirozené imunity
ryze (Ding et al., 2012).

Knockoutovani HDT702 u rostlin ryze vyvolalo siln€ zizené listy, coz naznacuje, ze

tato HDAC muze byt také zapojena v bunééném déleni a rustu (Hu et al., 2009).

2.2.3.5 HD2 u je¢mene (Hordeum vulgare)

Porovnani sekvenci proteini pro HD2 u nékolika kultivarti jeémene ukézal, ze protein
HvVHDAC2-1 obsahuje vSechny strukturdlni vlastnosti rostliné specifickych HD2
proteint (Demetriou et al., 2009), pti¢emz ale HYHDAC2-2 vykazuje ur€ité odlisnosti
V téchto strukturalnich motivech. N-termindlni konzervovany pentapeptid je pferusen
inzerci Ctyf aminokyselin (ENHR), druha aminokyselina pentapeptidu, glutamat, je
nahrazen threoninem a centrdlni kyseld doména je mnohem krat§i v porovnani
s ostatnimi HD-tuiny. Obé& isoformy HDAC HvHDAC2-1 a HYHDAC2-2 obsahuji na
C-konci motiv zinkového prstu a na N-konci dvé konzervovana residua (histidin
a aspartat v pozicich 25 a 68) dualezita pro katalytickou aktivitu HD2 (Aravind
a Koonin, 1998).

HvVvHDAC2-1 a HvHDAC2-2 mezi sebou sdili 26% shodu v aminokyselinové
sekvenci. HVHDAC2-1 vykazuje vyS$Si podobnost s pSeni¢nou TaHDAC2 (83 %)
a ryzovou OsHDA?2 (61 %), zatimco HVHDAC2-2 je vice podobna s OsHD2b (32 %)
a kukuficnou ZmHDA106 (31 %)(Demetriou et al., 2009).

2.2.3.6 HD2 u tabaku (Nicotiana tabacum)

Bourque et al. ve své praci z roku 2011 identifikovali dva HD-tuiny v tabaku: NtHD2a
a NtHD2b, jako dvé redundantni isoformy pro rostliny specifickych HDAC. Uz diive
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byla pro tyto rostlinné proteiny zkoumana jejich mozna funkce ve vyvoji semen (Wu
et al., 2000) nebo v odpovédich na kyselinu abscisovou (Sridha a Wu, 2006), avSak
poprvé v této praci bylo popsano zapojeni HD-tuini v kontrole exprese genu
ucastnicich se mechanismu buné¢né smrti. Konkrétné bylo demonstrovano, ze HD-tuiny
vystupuji jako negativni regulatory u kryptogeinem indukované bunééné smrti tabaku,
coz naznaCuje, Zze hypersenzitivni reakce je kontrolovdna posttranslaénimi

modifikacemi v¢etné acetylace a deacetylace jadernych proteint (Bourque et al., 2011).

2.2.3.7 HD2 u rajcete a brambory (Solanum spp.)

U rajcete bylo identifikovano 15 HDAC, které jsou na zdkladé fylogenetickych analyz
rozdéleny do tii rodin. Deset ¢lent spadd do rodiny RPD3/HDAI, kterd mize byt dale
rozdélena do 4 podrodin (tfida I-IV). Jeden zastupce patii do rodiny sirtuini a zbyvajici
ttit HDAC jsou HD-tuiny. Vysoka podobnost v proteinové sekvenci a v konzervovanych
doménach byla pozorovana mezi rajéatovymi SIHDAC a jejich homology
u Arabidopsis (Zhao et al., 2015). Dva ¢lenové HD2 rodiny SIHDT3 a SIHDT1 jsou
silné exprimovany v kofenech a hypokotylech. Transkripty SIHDT2 a SIHDT1 jsou
také akumulovany v kvétech. Vétsina SIHDAC byla exprimovana ve vSech testovanych
pletivech s riznou hladinou transkriptd. Zastupci HD2 rodiny spolu s nékterymi ¢leny
zbyvajicich dvou rodin (SIHDAS, SIHDAI1, SIHDAS a SISRT1) byly lokalizovany
Vv jadte, zatimco SIHDA3 a SIHDA4 byly lokalizovany jak v cytoplasmé, tak v jadre.
Rozdil mezi expresnimi vzory a subcelularni lokalizaci SIHDAC nejspiSe souvisi
s jejich odlisnymi rolemi (Zhao et al., 2015). U SIHDT2 byla na C-terminalni doméné

pfitomna oblast obsahujici motiv zinkového prstu (Cigliano et al., 2013).

Rajcatové HD-tuiny se zdaji byt blizce pribuzné s AtHDT3 Arabidopsis, pro které
bylo prokéazéano, Ze jsou zapojeny v odpovedi na kyselinu abscisovou (ABA) a v klic¢eni
semen (Xu et al., 2005). U rajéete jedlého byly fylogenetickou analyzou identifikovany
tii isoformy HD-tuinti: HDT1101, HDT1102 a HDT1103 (Ma et al., 2013).

U divoké brambory Solanum chacoense byl identifikovan gen pro ScHD2a (Lagacé
et al., 2003). Podobné jako u Arabidopsis byl zapojen v reprodukénim vyvoji. ScHD2a
vykazuje vyraznou akumulaci mRNA u semenikli a je preferenéné exprimovéana

ve vyhrani¢enych oblastech vaji¢ka (Lagacé et al., 2003).
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Fylogenetickou analyzou byly u lilku bramboru (Solanum tuberosum) identifikovany
dve isoformy HD-tuinti. Byly oznaceny jako HDT1401 a HDT1402 (Ma et al., 2013).

2.2.3.8 HD2 u dalSich rostlin

Pomoci fylogenetickych analyz byly HD-tuiny identifikovany i u dal$ich rostlin, ackoli
jejich funkce zatim nebyly pfedmétem dalsiho zajmu (Ma et al., 2013).

U révy vinné (Vitis vinifera) bylo identifikovano 13 gentt pro HDAC. Jeden z gent
patii do HD2 rodiny a byl pojmenovan HDT6901 (Aquea et al., 2010). U tropického
ovoce longan (Dimocarpus longan) byly identifikovany tii zastupci HD-tuint: DIHD2,
DIERF1 a DIERF2. Zna¢na homologie byla identifikovana mezi DIHD2 a HD2
z ostatnich organismii (Kuang et al., 2012). DIHD2 protein obsahuje vSechny
strukturalni vlastnosti pro rostliny specifickych proteinti typu HD2 (Aravind a Koonin,
1998). BLAST analyzou bylo zjisténo, ze DIHD2 sdili 55% homologii na trovni
proteinu s RcHD2a fazole a 53% shodu s NtHD2a tabaku. Fylogeneticka analyza dale
ukazala, ze DIHD2 je blizce ptibuzny s HD2 ze skocce obecného (Kuang et al., 2012).
Mezi dal$i doposud detekované HD-tuiny patii napt: HD2 sko¢ce obecného (Ricinus
communis) nebo RcHD2a fazole (Kuang et al., 2012) a HDT uvedené v tabulce ¢. 1.

Tab. 1 HD-tuiny ziskané z fylogenetickych analyz (sestaveno podle Ma et al., 2013; Pandey
et al., 2002, Clemente et al., 2001)

isoformy HD-tuint rostlina

HD1; HD2 hrach sety (Pisum sativum)

HDT801; HDT802 pSenice seta (Triticum aestivum)

HDT901; HDT902; HDT903 topol ¢erny (Populus trichocarpa)

HDT1202 soja lustinata (Glycine max)

HDT1301; HDT1302 tolice pobiezni (Medicago truncatula)

HDT1501; HDT1502 bavina (Gossypium arboretum)

HDT1601; HDT1602 kosmatec tipytivy (Mesembryanthemum crystallinum)
HDT1702 Stirovnik japonsky (Lotus japonicus)

HDT1801; HDT1802 borovice kadidlova (Pinus tadea)

2.2.4 Exprese HD-tuini

Podle dosavadnich studii jsou HD-tuiny pravdépodobné exprimovany v celé rostlinné
181, od mechli po dvoud€lozné rostliny. K jejich expresi dochdzi témét ve vSech
pletivech vetné kalusu, vegetativnich pletiv, kofent, kvéti a semen. U starSich pletiv

jsou HDAC exprimovany mén¢. Relativni exprese HD-tuinti se vSak lisi podle
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konkrétnich isoforem, a navic se méni v zavislosti na odpovédi na rizné biotické

a abiotické stresové faktory (Zhou et al., 2004; Bourque et al., 2011; Ding et al., 2012).

Napiiklad Hollender a Liu (2008) prozkoumali expresni profily 16 genti pro HDAC
u Arabidopsis v riznych pletivech za pouziti mikro€ipovych analyz. Zjistili, ze HD2
geny jsou vysoce exprimovany v kvétenstvich, ale v niz§ich hladinach v pletivech

vegetativnich, v pylu, semenech a v pozdnim stadiu kvétenstvi (Hollender a Liu, 2008).

Obecné plati, ze blizce piibuzné HDAC vykazuji velmi podobné expresni profily.
Napi. HD-tuiny Arabidopsis AtHDT1, AtHDT2 a AtHDT3 vykazuji podobné hladiny
exprese u vaji¢ek, embryi, vyhonkt, apikalnich meristému a listd (Wu et al., 2000).
Navic je jejich exprese siln¢ indukovana béhem procesu somatické embryogeneze
(Zhou et al., 2004). Naproti tomu byla u isoforem AtHDT1 a AtHDT2 pozorovana i
odlisnost v jejich expresi: AtHDT1 byla siln€ exprimovédna pouze u kvétii a mladych
SeSuli, zatimco AtHDT2 se akumulovaly pomérné¢ ve vysokych hladindch nejen
v kvétech a mladych SeSulich, ale také ve stoncich a v pon€kud niz$ich hladinach i

v listech (Wu et al., 2000).

U rajéete preferencni exprese HDT nastava v ranych stadiich vyvoje plodu.
Konkrétné SIHDT1 je silné exprimovana v plodech velikosti 1 cm, SIHDT2 v plodech
velikosti 1 1 3cm, zatimco SIHDT3 pouze v 3cm velkych plodech a ve zrajicich
zelenych plodech. Tyto expresni profily naznacuji roli jednotlivych raj¢atovych HDT
ve vyvoji plodt (Cigliano et al., 2013).

HvVHDAC2-1 i HVHDAC2-2, HD-tuiny jeémene, jsou preferenéné exprimovany
v reprodukénich pletivech (pfevdzné u nezralych kvétl) a v kofenech, zatimco nizsi
hladiny jejich transkriptli jsou pfitomny v apikdlnim meristému, ve vyhoncich a listech,
jak bylo dokazano u dvou testovanych kultivari je¢mene. Podobné jako u Arabidopsis
a bramboru byla exprese HYHDAC2-1 spusténa po fertilizaci a hladiny transkript byly

navyseny v semenech obou kultivari (Demetriou et al., 2009).
2.2.5 Biologické funkce rostlinnych HDAC

V posledni dekadé se mnoho studii veénovalo zapojeni HD-tuinG v kontrole
biologickych procest, ptfedevSim v regulaci vyvoje a fyziologie semen a v odpovédich

rostlin na stresové podminky biotického 1 abiotického ptivodu.
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Pocate¢ni zjisténi, ze ZmHD2 jsou lokalizovany v jadie a ze vykazuji homologii
S ostatnimi jadernymi proteiny, vedlo k hypotéze, ze HD-tuiny mohou byt zapojeny
v regulaci ribosomalnich RNA genu (Lusser et al., 1997). Tato hypotéza byla
podpofena nékterymi dalSimi studiemi. Napt. bylo prokazano, ze HDT1 hraje roli
vV rRNA umlcovéani. Degradace mRNA HDTI1, dosazenéd expresi transgenu kodujiciho
dvouvlaknovou HDT1-rRNA, vyustila v rozvolnéni uml¢ovani rRNA u Arabidopsis,
narust methylace histonu H3K4 a ztratu methylace cytosinu na rDNA v Arabidopsis
suecica, a v allotetraploidnich hybridech A. thaliana a A. arenosa (Lawrence et al.,
2004). Jiz ptedtim Chen a Pickaard prokazali, ze uml¢ené rRNA geny rostlin jsou
po aplikaci HDAC inhibitort znovu exprimovany a HDAC jsou tedy zapojeny
v regulaci exprese rRNA gent (Chen a Pickaard, 1997).

Knockdown HDAG6 (histondeacetylasa z rodiny RPD3/HDA1l) i HDT],
zprostiedkovany RNA interferenci (RNAi), je ulinny v predchdzeni vyvojové
programované inaktivace a kondenzace organizatoru jadérka (NOR, nucleolus
organizer region) u A. thaliana, coz indikuje, ze tyto modifikatory chromatinu zajimaji
dilezitou roli v postembryonalnim vytvafeni dominance jadérka (Pontes et al., 2007).
HDTI1 i HDAG jsou lokalizovany v jadérku, kde se odehrava transkripce rRNA gent,
coz podporuje hypotézu, ze rRNA geny by mohly byt pfimymi cili jejich ptisobeni
(Lawrence et al., 2004).

Kim et al. v roce 2014 demonstrovali, Ze ribosomalni proteiny interaguji s HDAC
a vazi se k promoterim rRNA gent. AtHD2b pfimo interaguje s proteinem RPS6, ktery
patii mezi slozky ribosomalni podjednotky 40S a vystupuje jako cil pro serin/threonin
proteinkinasu TOR. RPS6 a AtHD2b jsou lokalizovany v jadérku a jejich soucasna
exprese vyvolava zménu v jejich lokalizaci. Protoplasty s overexpresi AtHD2b
a zaroven RPS6 vykazuji downregulaci syntézy pre-1S rRNA s doprovazejicim
ubytkem transkripce genii nékterych ribosomalnich proteinii, coz naznacuje jejich
ptimou roli v biogenezi ribosoml a tedy i vyvoji rostlin. Navrhli tak novy model
kontroly transkripce DNA u rostlin, ve kterém TOR napomaha kontrole mechanismu
umlcovani transkripce DNA prostfednictvim nésledujici signaliza¢ni slozky RPS6, tedy
mechanismu, ktery zahrnuje interakci RPS6 s AtHD2b. Takovéto interakce je zakladem
pifimého spojeni mezi stresovymi signaly a regulaci translace a transkripce (Castecné

i rDNA) za G¢elem kontroly rustu rostlin (Kim et al., 2014).
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2.2.5.1 HD-tuiny ve vyvoji semen

Prvni prace ukazujici zapojeni de/acetylace histond v regulaci dormance semen pochazi
z roku 2005 (Tai et al., 2005). Za pouziti farmakologickych pfistupi demonstrovali, Ze
po oSetfeni semena A. thaliana inhibitorem HDAC trichostatinem A (TSA) bylo mnoho
genu zapojenych v kliceni semen deregulovano, vcetné genu kodujiciho LEA proteiny
(late embryogenesis abundant proteins). Nasledné nékteré prace upozornily na zapojeni
HD2 v kontrole dormance a kli¢eni semen (obr. 5) (Sridha a Wu, 2006; Colville et al.,
2011).
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Obr. 5 Schematické zobrazeni zapojeni HAT a HDAC véetné¢ HD-tuini v regulaci vyvoje
semen. GA20x2 = giberelin-2-p-dioxygenasa 2; RBSC-1A (RIBULOSE BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE SMALL CHAIN 1) = lehky fetézec ribulosabisfosatkarxxylasy; CAB2
(CHLOROPHYLL A/B-BINDING PROTEIN 2) = chlorofyl a/b vazebny protein 2; WUS
(WUSCHEL) = gen potfebny pro vyvoj vyhonkt a kvétd, AG (AGAMOUS) = transkrip¢ni
faktor; LEAFY = gen zapojeny ve vyvoji kvétl; FLC (FLOWERING LOCUS C) = gen
zodpovédny za jarovizaci; MAF3/4/5 (MADS AFFECTING FLOWERING) = represory
kveteni, HAMI1 = histonacetyltransferasa Arabidopsis; HAM2 = histonacetyltransferasa
Arabidopsis; HAC1 = transkrip¢ni regulator; AGL19 (AGAMOUS-LIKE 19) = transkrip¢ni
faktor; LEC1 (LEAFY COTYLEDONZ1) = klicovy regulator embryogeneze u Arabidopsis; FUS3
(FUSCAZ3) = transkrip¢éni faktor (upraveno podle Wang et al., 2014).

Transkripty HD2 rodiny se béhem ranych stadii vyvoje semen selektivné akumuluji
vV odpovédi na glukosu pfes na hexokinase 1 (HXK1)-nezavislé signdlni transdukéni
draze. Ukdazalo se, Ze HD2a a HD2c maji u kli¢eni opac¢né funkce. HD2a-zavisla drdha

vede k potlaceni kliceni, zatimco HD2c-zdvisla draha vede k aktivaci kliceni. Tyto
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drdhy mohou zaujimat funkci v regulaci kli¢ivosti semen, a to nezavisle
na glukosa/HXK1/ABA signalni transdukéni draze (Colville et al., 2011). Podobné
vysledky byly jiz diive ziskany pro HD2¢ (Sridha a Wu, 2006).

Umlceni HD2a u Arabidopsis vede k nespravnému vyvoji semen. Fenotypové jsou
semena mutantnich rostlin znacné mensi v porovnani se zdravymi semeny WT (Wu
et al., 2000; Wu et al., 2003). Overexprese HD2a také zpusobila represi genti spojenych
s vyvojem embrya (Zhou et al., 2004).

Yano et al., 2013 ukazali, Ze podobné jako HD2a a HD2c, tak i HD2b muze
kontrolovat kliceni semen Arabidopsis. Za pouziti nékolika ekotypi Arabidopsis
Sriznym stupném dormance byla vytvofena mapa genomu a provedena analyza

transkriptomu, pficemz autofi ukazali, Ze dormance semen je silné spojena S expresi

AtHD2b.

Zpozdéné kliceni semen HDT701 u overexprimovanych linii je spojovana s ubytkem
acetylace histonu H4 a s downregulaci biosyntetickych genii pro gibereliny.
Overexprese HDT701 u ryZe navic zvySuje rezistenci vici salinitnimu a osmotickému
stresu béhem vegetativniho vyvoje sazenic. Tyto nalezy naznacuji, ze HDT701 muze
mit dulezitou roli nejen v regulaci klieni semen, ale i v odpovédich na abioticky stres

u ryze (Zhao et al., 2014).

U bramboru (Solanum chacoense) je transkripce ScHD2a siln¢ indukovana
po opyleni pestikli. Transkripty ScHD2a jsou akumulovany zejména v mikropylarni

oblasti vaji¢ek, coz taktéZ poukazuje na moznou roli ve vyvoji semen (Lagacé et al.,

2003).

U jecmene bylo zapojeni HD-tuinli v regulaci vyvoje semen zkoumdno u dvou
kultivar — Ippolytos a Caresse. Bylo zjisténo, ze k vétsi indukci HvHDAC2-1 ve vSech
stadiich vyvoje dochdzi u semen mensiho kultivaru Ippolytos. Rozdily v hladinach
exprese mohou naznacovat roli HYHDAC?2-1 nejen ve vyvoji semen, ale také v regulaci
velikosti semen. Je mozné, Ze vyssi exprese HVHDAC2-1 u mensiho kultivaru muze
vést k silnéjsimu potlaceni cilovych genti (Demetriou et al., 2009). Jestlize se pak jedna
0 geny podporujici tvorbu endospermu (endosperm growth promoting genes) (Gehring
et al., 2004), tak jejich uml¢eni mtze vést k redukei proliferace endospermu a tim mensi

velikosti semen (Demetriou et al., 2009).
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2.2.5.2 HD-tuiny ve vyvoji rostlin

HD-tuiny nejspiSe zaujimaji roli také v determinaci polarity listd. Tato problematika
byla zkoumana u HDT1 a HDT2 Arabidopsis. Bylo zjisténo, Ze obé isoformy nezavisle
na sob¢ pusobi s tzv. asymmetric leaves 1 (AS1) a asymmetric leaves 2 (AS2) geny,

které piedstavuji kli¢ové faktory pro vyvoj polarity a tvar lista (Ueno et al., 2007).

Dale Zhou et al. ukazali u overexprese AtHD2a, Ze tento protein muze kontrolovat
vyvoj riznych rostlinnych organti. Rostliny, u kterych dochazi k overexpresi AtHD2a
jsou charakteristické abnormalnimi listy (fenotypy s vétvicimi se nebo zuzenymi listy),
a je pro né typické zpozdéné kveteni, aberantni kvéty a nespravny vyvoj semen (Zhou

et al., 2004).

U A. thaliana bylo také demonstrovano, ze HD2 interaguji s HDA6 (RPD3/HDA1
rodina) a véazi se k histonu H3 za ucelem regulace exprese ABI1 a ABI2, dvou
ABA-zavislych genti (Luo et al., 2012). Za pouziti kvasinkového dvouhybridniho
systému a bimolekularniho fluorescencniho komplementéarniho ptistupu (BiFC) Kuang
et al., 2012 ukazali, ze DIHD2 fyzicky interaguje s DIERF1 — ethylen-odpovédnym
faktorem - pii regulaci senescence ovoce u tropického ovoce longan (Dimocarpus

longan).

U ryze exprese OsHDT701 vykazuje cirkadianni rytmy a ovliviiuje jeji kveteni,
pfi¢emz transkripéni regulace exprese OsHDT701 je jednim z hlavnich regulacnich
procest jejich biologické aktivity. Overexprese OsHDT1 u hybridni ryze vyustila
v brzké kveteni. Pravdépodobné doslo k potlaceni dominantni exprese klicovych
represori kveteni heading date 1 (Hdl) a jejich aktivatora (Li et al., 2011).
Downregulace ryzové HDT702 vede k produkci zGzenych listi a stonkd (Hu et al.,
2009).

Inaktivace HD1 (komplex AtHD1/HDA19) expresi antisense konstruktu indukovala
pleiotropni vyvoj abnormalit (Tian a Chen, 2001). Pro komplex AtHD1/HDA19 se dale
prokazalo, Zze vytvari antagonistickou dvojici s histonacetyltransferasou GCN5
zapojenou Vregulaci nékolika drah vcetné fotomorfogenického vyvoje semen
(Benhamed et al., 2006). Nedavné vysledky taky ukazuji, ze komplex AtHD1/HDA19
je zapojeny v expresi genli v odpov€dich na signalizacni drdhy kyseliny jasmonové

a ethylenu (Zhou et al., 2005).
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2.2.5.3 HD-tuiny v odpovédich na stresové podminky

V poslednich letech se studium rostlinnych HDAC zamétuje také na jejich zapojeni
v obrannych odpovédich rostlin a ¢astecné 1 hypersenzitivni odpovédi, jednomu z typa
bunécné smrti. Identifikace histondeacetylas typu 2 jako jadernych proteinti zapojenych
v odpovédi na elicitor kryptogein dokazuje, ze de/acetylace jadernych proteini miize

zaujimat uréitou roli v regulaci exprese obrannych genti rostlin (Bourque et al., 2011).

Rostlinné hormony kyselina jasmonova (JA), kyselina abcisovd (ABA), kyselina
salicylova (SA) a ethylen zprostiedkovavaji regulaci exprese geni béhem adaptativnich
odpovédi rostlin na abiotické i biotické stresové faktory (Alazem a Lin, 2015).
Naptiklad sledovanim exprese HVHDAC2-1 a HVHDAC2-2 po pisobeni JA, ABA
a SA bylo zjisténo, ze ob¢ isoformy byly signifikantné indukovany po 6 a 24 hodinach
po osetieni semen JA. HYHDAC2-1 dale vykazovala zna¢nou indukci po 24 hodinach
vlivem ABA, zatimco hladina transkriptt u HVHDAC2-2 po 6 hodindch klesla
a po 24 hodindch nebyly pozorovany zadné signifikantni zmeény v porovnani
s kontrolnimi rostlinami. Hladiny transkripth u HvHDAC-2-1 byly plsobenim SA
po 24 hodinach navySené ve srovndni s neoSetienymi rostlinami. Pozorované zmény
exprese HVYHDAC2-1/2 béhem putsobeni rostlinnych hormonit podporuji hypotézu
o zapojeni téchto genl v epigenetické regulaci stresovych odpovédi u jecmene

(Demetriou et al., 2009).

U ryze jsou dva HD2 homology také indukovany po plsobeni JA, coz naznacuje
funkéni podobnost pro HD2 geny mezi jednodéloZznymi rostlinami. Zatimco tyto dva
HD2 homology byly reprimovany uc¢inkem ABA (Fu et al., 2007), u jeCmene
HvHDAC2-1 a HYHDAC2-2 vykazuji odlisné odpovédi. Gen HD2c u Arabidopsis je
také reprimovan vlivem ABA (Sridha a Wu, 2006). Tyto odliSnosti mohou naznacovat
funkéni odliSnosti pro kazdého zc¢lenit HDAC rodin mezi dvoudéloznymi
a jednodé€loznymi rostlinami, ale taktéZ mezi jednotlivymi jednodé€loZznymi rostlinami

(Demetriou et al., 2009).
2.2.5.4 HD-tuiny v odpovédich na abioticky stres

Rychlost kli¢eni u riznych AtHD2c¢ mutanti (hd2c-1, hd2c-2 a hd2c-3) je silné
ovlivnéna vlivem ABA nebo NaCl (Luo et al., 2012). Béhem odpovédi na tento
abioticky stres dochdzi k interakci mezi HD2¢ a HDAG — z rodiny RPD3. Za pouziti
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mutantd hda6 a hda2-1 a dvojitého mutanta hda6/hda2-1 byl identifikovan histon H3
jako jeden ze substrati komplexu HD2c/HDAG6: hladina acetylovaného H3K9K14
vzrostla, zatimco hladina demethylovaného H3K9 klesla (Luo et al., 2012). U hd2c
mutantd byla béhem kli¢eni pozorovana zvySena citlivost k ABA a NaCl (Liu et al.,
2014) a snizeni tolerance k salinitnimu stresu (Luo et al., 2012). Navic HD2c fyzicky
interaguje s HDA6 a reprimuje expresi genu ABI1 a ABI2 zapojenych v odpovédi
rostlin na abioticky stres. Vysledky naznacuji, ze HD2c¢ je funk¢né asociovana s HDAG
a reguluje tak expresi genu prostfednictvim modifikace histont (Luo et al., 2012). Uz
diive bylo prokazano, ze HDT3 je zapojena v odpovédich na stres vyvolany ABA
(Sridha a Wu, 2006). Exprese HDT3 je potlacena ABA, pii overexpresi HDT3
se transgenni rostliny staly necitlivymi na ABA, nastala u nich sniZzena transpirace
a zvySila se tolerance k salinit€ a suchu (Sridha a Wu, 2006). Exprese zbylych HD2
u Arabidopsis je v odpovédi na ABA signifikantné snizena (Luo et al., 2012; Sridha
a Wu, 2006).

Nedavno byla publikovdna prace zaméfend na studium HD2D, doposud nejméné
prozkoumané HDAC typu HD-tuini z Arabidopsis thaliana, ktera vykazuje se zbylymi
isoformami HD-tuind Arabidopsis vzdalenéjsi piibuznost. Overexprese HD2D vyfstila
V pozménény vyvoj rostliny, konkrétné ve zmény v kofenovém systému. Dale bylo
pozorovano zpozdéné kli¢eni semen a kveteni, ale také vyssi odolnost vii¢i abiotickému
stresu vyvolanému suchem, salinitou i chladem. Poprvé tak byla zvyraznéna role HD2D
Vv regulaci rastu a vyvoje rostlin, stejné¢ jako v odpovéedich rostlin na abiotické stresové

podminky (Han et al., 2016).

Vysledky mikro¢ipovych analyz ziskané u ryze vystavené ucinkiim soli, sucha
a chladu ukazaly, ze exprese vétSiny HDAC genll byla znaéné regulovana salinitou a

suchem, zatimco chladem byla ovlivnéna mén¢ (Hu et al., 2009).

Mozna role HDT701 v odpovédich na abioticky stres byla provedena kolektivem
Zhao et al., ktefi porovnavali rychlost kliCeni semen rostlin s overexpresi
HDT701(HDT7010X) ) asemen WT rostlin. Semena byla vystavena ptsobeni riznym
koncentracim ABA, NaCl a polyethylenglykolu (PEG) jako stresord. Jiz za kontrolnich
podminek byla pro HDT701 OX4 a OX7 semena po 60 hodinach detekovéna relativné
niz$i rychlost kliceni v porovnani s WT, coz naznacuje, Ze overexprese HDT701 u ryze

muze zpozd'ovat kliceni semen. Navic kliceni semen HDT701 OX4 a OX7 byla zna¢né
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opozdéna v odpovédi na 5 a 10uM ABA ve srovnani s WT. Podobné kliceni HDT701
0OX4 a OX7 semen byla také pomalejsi nez u WT po pusobeni 100 a 150 mM NacCl.
Po plsobeni 15% PEG, byla rychlosti kli¢eni u semen HDT701 OX 4 a OX7
pozorovatelné nizsi nez u WT. HDT701 miize tedy u klicicich semen ryze reprimovat
expresi biosyntetickych genti pro gibereliny snizenim acetyla¢nich hladin histoni H4
(Zhao et al., 2014). Jiz diive bylo pro HDT701 prokazano, Ze je deacetylasou histonu
H4, ktera modulaci jeho acetylace negativné reguluje pfirozenou imunitu rostlin (Ding

etal., 2012).

Fenotypy HDT7010X semenacki byly dale zkoumany po jejich vystaveni a¢inkim
soli a osmotickému stresu. Dva tydny staré HDT701 OX semenacky byly
vystaveny 150mM NaCl nebo 20% PEG. Po 3 a 5 dnech plsobeni NaCl nebo PEG
byly HDT701 OX semenacky oproti WT semenackim dehydratované méné. Také
obsah chlorofylu byl signifikantné¢ vyssi u HDT701 OX semenackt oproti WT. Ziskané
informace ukazuji, ze overexprese HDT701 u semen ryze miize zvysit jeji odolnost vici

salinité a osmotickému stresu (Zhao et al., 2014).

Reaktivni formy kysliku (ROS), véetné peroxidu vodiku, jsou diilezité signalizacni
komponenty béhem vyvoje rostlinné rezistence na rizné stresy (Mittler et al., 2004),
vcetné osmotického stresu (Jadko, 2012). Procesy acetylace a deacetylace jsou u rostlin
také zapojeny v regulaci vyvoje oxidativniho stresu (obr. 6). Je znamo, ze tvorba
a vyuziti ROS jsou regulovany rozsahlou siti gend (Mittler et al., 2011). Bylo ukazano,
ze inhibice HDAC prostfednictvim TSA vedla u zvifecich bunék ke zvySeni hladin
ROS (Sun et al., 2014).

acetylace/deacetylace histont
pomoci HAT \HDAC

chromatin, DNA

kompaktni/rozvolnéna bromodoména s proteiny
DNA pro transkripci BET9, BET10 a dalsimi

AN <

exprese genti/umléeni
P!

ro produkci ROS a aktivitu AO

i i
[ ROS J [AO aktivita]

Obr. 6 Hypotetické schéma zapojeni HAT a HDAC v regulaci obsahu ROS a antioxidacni
aktivity rostlin odpovédi na osmoticky stres (upraveno podle Jadko, 2015).
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Béhem akutniho hyperosmotického stresu ve tkanovych kulturach Arabidopsis
thaliana byl pozorovan rychly nartst H2O2 Vv zavislosti na aktivitich HAT a HDAC
(obr. 6). K témto zméndm primarné¢ dochazi se zvysujici se antioxidacni aktivitou
za ucelem piedchazeni oxidativnimu stresu, ackoli pfimé studie role HDAC v regulaci

obsahu ROS u rostlin zatim nebyly publikovany (Jadko, 2015).
2.2.5.5 HD-tuiny v odpovédich na bioticky stres

Podobné jako v pfipadé abiotického stresu dosavadni vysledky studii naznacuji, Ze
HD-tuiny jsou zapojeny v regulaci odpovédi rostlin i na bioticky stres. Exprese
OsHDT701 je upregulovana v kompatibilni interakci rostlin ryze s Magnaporthe
oryzae, ale downregulovana v nekompatibilni interakci s M. oryzae (Ding et al., 2012).
Overexprese HDT701 vedla u transgenni ryze ke snizeni acetylace histonu H4 a zvyseni
nachylnosti viéi patogenu ryze M. oryzae a Xanthomonas oryzae pv oryzae. Naopak
umlcéeni HDT701 u transgenni ryZe vyustila ve zvySenou hladinu acetylace histonu H4
a zvysila transkripci rostlinnych proteini PRR (pattern recognition receptor)
a s obranou spojenych gend. Po plsobeni elicitord typu PAMP (pathogen associated-
molecular pattern elicitors) se zvysila produkce reaktivnich forem kysliku, stejné tak

doslo k navyseni rezistence vici patogenum M. oryzae a X. oryzae (Ding et al., 2012).

Pro HDAC patfici do RPD3-HDAI1 rodiny bylo indikovano, ze modifikace
acetylacnich hladin jadernych proteinli, ¢aste¢né histontl, je zapojeno do kontroly
rostlinnych obrannych odpovédi (Zhou et al., 2005, Wu et al., 2008). Bourque et al.,
2011 ukazali, Ze kryptogein, proteinovy elicitor sekretovany oomycetami Phytophtora
cryptogea, indukuje rychlou fosforylaci dvou tabakovych isoforem HD2, NtHD2a
a NtHD2b, které jsou blizce ptfibuzné¢ s AtHDT1 a AtHDT3. Farmakologické studie
prokazaly, ze NtHD2 pusobi jako negativni regulatory hypersenzitivni reakce (HR)
vyvolané kryptogeinem. Snizeni jejich exprese pomoci RNAi umlcovani vyustilo
v silngj$i kryptogeinem indukovanou bunéénou smrt u danych linii bunéénych suspenzi.
U buné&énych linii se stejnymi uml¢enymi geny byly aplikovany ne-nekrotické elicitory,
jako oligogalakturonidy, které vSak bunéfnou smrt nespustily. Tato pozorovani
naznacuji, ze NtHD2a/b nekontroluji indukci drahy bunééné smrti, ale spiSe reguluji jeji

intenzitu (Bourque et al., 2011).
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2. 3 Rostlinné elicitory

Rostliny vyuzivaji Sirokého spektra strategii, aby se ubranily titokiim patogenti. Obrana
vuci napadeni patogenem je uskute¢iiovana jednak konstitutivnim, jednak indukovanym
obrannym systémem, pfiCemz UspéSna obranna reakce je zaloZzena na casném
rozpoznani atakujicitho patogenu a na nasledné rychlé aktivaci obrannych systému

rostliny.

Obranny systém rostliny je tvofen dvéma hlavnimi sloZkami: imunitou aktivovanou
tzv. molekularnimi vzory asociovanymi s patogeny (PTI, PAMP-triggered immunity;
PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) a imunitou vyvolanou efektory (ETI,
effector-triggered immunity). Prvotnim stupném obrany rostlin je PTI, ktera je zaloZena
na rozpoznani molekularnich vzort spojenych s mikroby (MAMPs, microbe-associated
molecular patterns) a molekularnich vzora spojenych s poskozenim (DAMPS, damage-
associated molecular patterns). Tyto vzory jsou rozpoznavany skrze rostlinné receptory
PRR (pattern recognition receptors), které jsou lokalizované na povrchu rostlinné
buiiky. Patogeny vSak vyvinuly schopnost piekonat slozky této C€éasti imunitniho
systému rostlin pomoci vneseni svych efektorii virulence dovniti bunék hostitele. Tyto
efektory jsou zodpovédné za tzv. nachylnost vyvolanou efektory (ETS, ef#ctor-
triggered susceptibility). Dalsi stupném obrany rostlin je ETI, imunitni odpovéd
zalozend na vysoce specifické interakci mezi patogennimi efektory a produkty geni
rezistence (R geny), které specificky pfimo nebo nepiimo rozeznavajici vétSinu
patogennich faktorti avirulence (Avr). Piestoze zminéné slozky imunitniho systému
rostlin zapojuji odlisné receptory, tak dochazi k aktivaci fady spole¢nych obrannych
mechanismt (obr. 7). Rozpoznani patogenu obecné vede k obranné reakci zvané
hypersenzitivni reakce (HR), pro kterou je typickd rychld bunécnd smrt ve formé
apoptozy a lokalni nekrozy. HR tak predstavuje dilezity krok brénici Sifeni biotrofniho

patogena z mista infekce (Boller a Felix, 2009).
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Obr. 7 Schéma imunitni odpovédi rostlin v interakci rostlina — patogen; RLKs = receptory
sprazené s kinasou (receptor-like kinase), RLPs = receptorové proteiny (receptor-like protein),
NB-LRRs = oblast vazajici nukleotidy obsahujici sekvenci bohatou na leucin (nucleotid binding
site- leucine-rich repeat) (upraveno podle Boller a Felix, 2009).

Latky, které spoustéji obranné reakce v interakci rostlina — patogen u imunity typu
PTI, oznacujeme jako elicitory. Vazi se na specifické receptory, popt. vysokoafinitni
mista, nachazejici se vétSinou na povrchu bunééné membrany, ¢imz dochézi ke spusténi
vlastni obranné reakce rostliny. Jedna se o latky riizné chemické povahy od peptidu pies
proteiny az po oligosacharidy. Elicitorem rovnéz mohou byt nékteré nizkomolekularni
latky (Boller a Felix, 2009). Pokud elicitory pochazeji z patogent, jsou ozna¢ovany jako
primarni, zatimco v pfipad¢ elicitori uvoliovanych napadenou rostlinou o nich
hovoiime jako o elicitorech sekundarnich. Kromé pivodu mizeme elicitory délit
na zaklad¢ jejich specifity: pokud je dany elicitor produkovan fadou patogend, je
oznacovan jako nespecificky. Naopak specificky elicitor je tvofen pouze konkrétnim

patogenem a je rozpoznavan jen uzkou skupinou hostitelt (Hahn, 1996).
2.3.1 Elicitiny

Elicitory proteinové povahy sekretované nékolika zastupci rodu Phytophtora
a nékterymi ¢leny rodu Pythium (Huet et al., 1995) jsou znamy pod terminem elicitiny.

Jsou to malé hydrofilni proteiny bohaté na cystein, které jsou strukturné podobné
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proteinim se schopnosti pienaSet lipidy v rostlinnych bunkach (Mikes et al., 1997).
Vysledky z prace Mikes et al., 1998 ukazuji, ze elicitiny maji jedno vazebné misto

s pomérné silnou afinitou pro dehydroergosterol.

Elicitiny se sestavaji obvykle z 98 AMK s podobnou strukturou, kterd zahrnuje pét
a-helixi a jeden p-list poskladany v unikédtni strukturu s hydrofobni kapsou
lokalizovanou v jadfe proteinu a spojenou s proteinovym povrchem pomoci tunelu
(Boissy et al., 1999). Elicitiny mohou byt na zakladé hodnot pl klasifikovany jako
a-elicitiny (kyselé, pI < 7) nebo -elicitiny (bazické, pl > 7), pfiCemz ty bazické maji
veétsi nekrotizujici aktivitu (Yu, 1995). Ackoli a- a B-elicitiny vykazuji odliSny
nekrotizujici ucinek, ktery mtize byt v korelaci s jejich strukturou, tak indukuji podobné

silnou uroven rezistence (Ricci et al., 1989).

AMK sekvence riznych elicitinli byvaji porovnavany a korelovany s nekrotickymi
uc¢inky (Pernollet et al., 1993). Nejvice konzistentni korelace s nekrotickou aktivitou
byla popsdna u AMK zbytku v pozici 13. B-elicitiny obsahuji v této pozici bazicky
lysinovy zbytek, zatimco a-elicitiny v této pozici maji hydrofobni valinovy zbytek. Tyto
skutecnosti spoleéné s analyzou Lysl13Val mutanta u B-elicitinu kryptogeinu, ktery
indukuje HR wu tabaku, ukazuji, Ze lysin vpozici 13 je klicovym prvkem

pro nekrotickou aktivitu (O'donohue et al., 1995).

U hostitelské buniky elicitiny indukuji hypersenzitivni reakci, ktera zahrnuje expresi
S patogenezi spojenych proteini (PR, pathogenesis related proteins), akumulaci
fytoalexinli a nekrézu bunék. Také dochazi k rozvoji systémové ziskané rezistence
(SAR) vuc¢i mnoha mikrobidlnim fytopatogenim (Keller et al., 1996; Kamoun et al.,
1993). Elicitory obrannych reakci rostlin oligogalakturonidy a kryptogein také indukuji
rychlou a pfechodnou aktivaci dvou MAPK kinas u tabakovych bunék (Lebrun-Garcia
et al., 1998). Lebrun-Garcia et al. v roce 2001 ovéfili, ze tyto dvé MAPK kinasy
odpovidaji proteinkinase aktivované kyselinou salicylovou (SIPK) a proteinkinase

aktivované poranénim (WIPK).
2.3.1.1 Kryptogein

Kryptogein je velmi ucinny bazicky elicitin vylu¢ovany oomycetami Phytophtora
cryptogea. Je tvofen z 98 AMK (MW 10 323 Da) a ve své struktufe obsahuje tii
disulfidické mustky (Ricci et al., 1989). Krystalova struktura tohoto proteinu odhalila
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ptitomnost hydrofobni kapsy (Boissy et al., 1996). Kryptogein nevykazuje zadnou
proteasovou, beta-glukanasovou nebo fosfolipasou aktivitu (Mikes et al., 1997) a ani
zadna jind enzymova aktivita zatim nebyla popsana. Ttirozmérna struktura se sklada
Z péti a-helixti, jednoho B-listu a jedné w-smycky poskladané v unikatni strukturu (obr.
8) (Gooley et al., 1998). Protein dale obsahuje dva solné mustky: mezi N-koncem a
Asp v pozici 72 a mezi Asp2l a Lys62. Struktura kryptogeinu v roztoku je az na par
odli$nosti podobna jeho krystalové struktuie (O’Donohue et al., 1995).

Obr. 8 Struktura kryptogeinu (pievzato z Fefeu et al., 1997)

o-Smycka pfitomnd u kryptogeinu je nejen vysoce konzervovana, ale také velmi
flexibilni, coz vede k predpokladu, Ze miize zaujimat vyznamnou funkci v rozpoznani
elicitinti rostlinnym receptorem (Boissy et al., 1999). Vazebné studie kryptogeinu
provadéné na plasmatické membrané tabakovych bun€k umoznily charakterizaci
jednoho vazebného mista s hodnotou Kq = 2 nM, které bylo charakterizovano jako

glykosylovany proteinovy heterodimer (Bourque et al., 1999).

Rozpoznavani kryptogeinu bunikou, které je nasledovano aktivaci proteinkinas nebo
inhibici fosfatas, spousti produkci Ca®" iontdl, coz obratem indukuje produkci ROS,
aktivaci mitogenem aktivovanych proteinkinas (MAPK), efflux CI° anionti,
depolarizaci membrany a inhibici importu glukosy, nebo tento sled udalosti mize vést
az k inhibici H*-ATPasy (Garcia-Brugger et al., 2006). Na zakladé vysledki s mutanty
kryptogeinu bylo zjiSténo, Ze konformaéni zmény v w-smycce aktivuji elicitiny, ¢imz
jim umoznuji efektivné se navazat k mistim s vysokou vazebnou afinitou (Osman et al.,
2001). Lochman et al., 2005 dale navrhli, Ze konformaéni zmény w-smycky mohou byt
nezbytné ke spusténi rané obranné odpovédi, jako je syntéza ROS, ale ne pro aktivaci

pozdni odpovédi jako je exprese PR proteinll a nekroza bunék.
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2.3.2 Mechanismus indukce bunééné smrti vyvolané kryptogeinem

Po aplikaci kryptogeinu k buikam tabaku dochazi k n€kolika udalostem, jako jsou
alkalizace extracelularniho média a efflux K" iontd, produkce ROS (Blein et al., 1991),
fosforylace proteini (Viard et al., 1994), zmény ve slozeni lipidi (Tavernier et al.,
1995a), influx Ca?" iontd (Tavernier et al., 1995b), produkce kapsidiolu a ethylenu
(Milat et al., 1991) a nasledné zmény v expresi gend (Suty et al., 1995). Tyto vysledky
vedly k zavéru, ze fosforylace proteinii nasledovana influxem Ca?* iontll je nejspise

......

(obr. 9)(Tavernier et al., 1995b).
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Obr. 9 Signalni drahy aktivované kryptogeinem. NtrbohD = NADPHoxidasa plasmatické
membrany tabaku, SOD = superoxiddismutasa, cADPR = cyklickdi ADP-ribosa, IPz =
inositoltrifosfat, PP = proteinfosfatasa, PK = proteinkinasa, MAPK = mitogenem aktivovana
proteinkinasa (upraveno podle Garcia-Brugger et al., 2006).

2.3.2.1 Uloha reaktivnich forem kysliku

Rychld a pfechodna produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), vcetné superoxidu,
peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu, u bunéénych suspenzi vystavenych riznym

elicitorim je v souCasnosti jiz pomérné dobie zdokumentovana. U rostlin bylo
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potvrzeno zapojeni ROS v obrannych reakcich vyznacujicich se peroxidaci lipidi
(Montillet et al., 2005), oxidativnim cross-linkingem proteini bunééné stény (Brisson et
al., 1994), peroxidativni polymerizaci cinnamoylalkoholu vedouci k lignifikaci bunééné
stény (Pugin et al., 1997) a produkci fytoalexini (Devlin a Gustine, 1992). Bylo
prokazano, ze peroxid vodiku spousti hypersenzitivni reakci nékterych bunék
s naslednou indukci obrannych geni kodujicich enzymy zapojené v ochrané bunék

(Levine et al., 1994), nebo geny asociované se SAR (Baxter et al., 2013).

2.3.2.2 Uloha oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) ma u rostlin mnoho funkci. NO je endogenné produkovany
vSudypftitomny volny plynny radikal, ktery hraje klicovou roli v riiznych fyziologickych
procesech u rostlin jako je vyvoj semen, kofenl, uzavirani priduchi, kveteni nebo
hormonalni signalizace (Besson-Bard et al., 2008). NO je také pfedmétem intenzivniho
zajmu ve fytopatologii (Bellin et al., 2013). NO je rapidné produkovan u rostlinnych
bunck, které Celi utoku patogenu nebo jsou elicitovany prostiednictvim MAMP nebo
DAMP (Jeandroz et al., 2013). Skrze signalni aktivitu NO zaujima nezastupitelnou roli
Vv jednotlivych stadiich obrany rostlin, napt. pfispivd k ranym obrannym odpovédim
vedoucim k HR a SAR (Delledonne et al., 2001; Song a Goodman, 2001). Ackoli role
NO v kontrole rezistence vié¢i onemocnénim byla prokazana u né€kolika patosystému
(Asai a Yoshioka, 2009; Perchepied et al., 2010), tak tato funkce neni doposud zcela

prozkoumana.

Identifikace a funkéni analyza gen indukovanych plsobenim NO pfispéla
k ¢aste¢nému pochopeni jeho ptisobeni na molekularni Grovni (Palmieri et al., 2008;
Besson-Bard et al., 2008). Tyto studie pfispivaji k prvnim tvrzenim (Delledonne et al.,
1998), Zze NO reguluje expresi obrannych genti, jako jsou proteiny spojené
se sekundarnim metabolismem nebo PR proteiny. Nekteré vyzkumy upozornily
na existenci vzajemné interakce mezi NO a ROS vcetné superoxidu a peroxidu vodiku,
na jejichz produkci se podili zejména aktivita NADPHoxidasy a superoxiddismutasy
(SOD) (Mittler et al., 2011). Tyto dva enzymy vykazuji uréitou podobnost: jejich
produkce se odehrava simultanné a konstitutivné a piedstavuje jednu z nejcasnéjSich
rostlinnych imunitnich odpovédi (Delledonne et al., 2001). Existuji také dikazy, ze
ROS reguluji syntézu NO (Srivastava et al., 2009). NO i ROS odvozené
od NADPHoxidasové aktivity piispivaji ke spusSténi HR, coz se pravdépodobné
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odehrava dvéma odlisnymi procesy. H202, ale ne Oz radikal, je klicovou ROS
efektorovou molekulou pro HR a zaujima tak centralni roli v zapojeni NO v draze
bunééné smrti (Delledonne et al., 2001). Podle studii téchto védcu peroxydusitan neni
mediatorem HR jako je tomu v zivoCisSnych bunkach. Oproti tomu v sekundéarnich
procesech peroxydusitan vystupuje jako esencidlni intermediat bunééné smrti nejenom

béhem HR, ale také béhem dalsich fyziologickych procesu (Serrano et al., 2012).

Elicitorem indukovana produkce NO nastava simultdnné s produkci peroxidu vodiku
a superoxidového radikélu, které jsou vyusténim aktivity NADPH oxidasy NtRBOHD
z plasmatické membrany (Lherminier et al., 2009). NO ziejm¢ pusobi jako slozka
mobilizujici Ca®* ionty, ¢imZ pfispiva k dalsimu zvyseni hladiny koncentrace volnych
Ca?* iontll v cytosolu, primarné zprostiedkované tcinkem elicitoru. Pro zkoumani
zapojeni NO v Ca?" signalizaci bylo demonstrovdno, Ze kryptogein indukuje
S-nitrosylaci kalmodulinu (CaM) (Jeandroz et al., 2013). Mezi dal§i proteiny
podléhajici rychlé S-nitrosylaci po plisobeni kryptogeinu u tabakovych bunck patii
NtCDC 48 (protein zapojeny v bunééném cyklu), ¢len AAA® ATPasové rodiny
(ATPasy asociované¢ s mnoha bunénymi procesy) vykazujici chaperonovou aktivitu
(Astier et al., 2012).

Produkce NO indukovand kryptogeinem je u tabakovych bun&k regulovéna pies
ROS-dependentni drahu zapojujici NADPHoxidasu NtRBOHD a nejspise je Castecné
i pod kontrolou piisobeni histondeacetylas typu 2 — jako negativnich regulatorti bunééné
smrti (Bourque et al., 2011). Spolecné zapojeni NO a ROS je také podporovana
skute¢nosti, Ze kryptogein spousti produkci peroxydusitanu (ONOO") (obr. 10) (Kulik et
al., 2015).

\IlRB( YHD

" — H,0, — NtOSAK

ONOO" /<

exprese genu

bunééné smrti
ROS-independentni
exprese genu
zdroj(e)

NtRBOHD-
dependentni draha

NtRBOHD-
independentni driha

Obr. 10 Spole¢né zapojeni NO a ROS odvozenymi od aktivity NADPH oxidasy NtRBOHD
Vv kryptogeinové signalizaci (upraveno podle Kulik et al., 2015).
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Dale bylo prokazano, ze ROS, ale ne NO, negativné reguluji intenzitu aktivity
kryptogeinem aktivované proteinkinasy NtOSAK. Navic bylo identifikovano 15 gent
¢asné indukovanych kryptogeinem pies signalizaci NO. Cést téchto gent byla
modulovana i ROS a koddovala proteiny, které vykazovaly sekvencéni homologii
s ubikvitinligasami. Ukazalo se, ze NO vyzaduje aktivitu NtRBOHD pro indukci
bunécné smrti, coz je v souladu s predchozi domnénkou, ze ROS zapojuje NO v draze

bunééné smrti vyvolané kryptogeinem (Kulik et al., 2015).

Moznost, ze NO v ramci signalizace krytogeinem interaguje s ROS, byla navrzena
uz diive (Foissner et al., 2000). Kulik et al., 2015 zatim prokazali, ze ROS c¢aste¢né
kontroluji produkci NO, zatimco NO reguluje hladinu peroxidu vodiku. Dalsi
skutecnost podporujici spojeni mezi NO a ROS predstavuje rychld syntéza
peroxydusitanu, ktera byla detekovana u elicitovanych tabakovych bungk.
Transkriptomova analyza vedla k identifikaci kryptogeinem aktivovanych genti b&ézné
upregulovanych jak NO, tak ROS, ale downregulovanych peroxydusitanem. Tyto
vysledky potvrzuji, Ze NO a ROS, odvozené od NtRBOHD spole¢né pulsobi

Vv zprostfedkovani kryptogeinové signalizace.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie

Agrisera (Svédsko): polyklonalni krali¢i protilatka proti HDT3 z Arabidopsis thaliana.
AppliChem (Némecko): susené nizkotu¢né mléko.

Bachem (Svycarsko): Boc-Lys(Ac)-4-amino-7-methylkumarin.

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue —R250; proteinovy standard pro SDS-PAGE.
Duchefa Biochemie (Nizozemi): celulasa ,,Onozuka“ R10, macerozym ,,Onozuka“ R10,
Kinetin.

Fluka (Némecko): 2,4-D, Ficoll PM 400, pefabloc.

Lachema (Ceska republika): glukosa, hydroxid draselny; methanol.

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid draselny, chlorid sodny, D-mannitol, ethanol,
glycerol, kyselina chlorovodikova.

LobaChemie (Indie): L-glutamin.

Merck (Némecko): Ponceau S.

Millipore ( USA): Luminata™ Classico Western HRP Substrate.

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

Penta (Ceska republika): chlorid vépenaty.

Roche (Svycarsko): cOmplete™ Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail.

Roth ( Némecko): HEPES, MTT.

Santa Cruz-Exbio ( USA): Boc-L-Lys(Z)-pNA.

Serva (Némecko): FDA.

Sigma-Aldrich (Némecko): aceton; akrylamid; biotin; bromfenolova modi; Calcofluor
White; deoxycholat Na*; DMSO; dodecylsulfat sodny; DTT; dusitan sodny, EDTA Na*;
glutathion, glycin; hovézi sérovy albumin; kyselina listova; kyselina octova; luminol
Chemiluminiscent Peroxidase Substrate; merkaptoethanol; MES hydrat; mocovina;
NBT/BCIP; N,N'-methylenbisakrylamid; N,N,N',N'tetramethylethylendiamin; persiran
amonny; His-tag znacena rekombinantni lidska HDAC2; neocuproin, neutralni erven,
resazurin Na*; pantothenat vapenaty; primarni monoklonalni mysi anti-biotin protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou; sacharosa; sekundéarni kozi anti-krali¢i protilatka
znafend peroxidasou; sekundarni kozi anti-krali¢i protildtka znacend alkalickou

fosfatasou; trichostatin A; SYPRO® Ruby Protein Gel Stain; trypsin; Tween-20,
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uhli¢itan sodny.

Thermo Scientific (USA): biotin-HPDP; DNAsa [; neutravidinova matrice.

3.1.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); blotovaci systém Mini PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad, USA); centrifuga Multi-Spin MSC-6000 (Biosan, Litva); centrifuga
CL31IR (Thermo Jouan, Francie); digitdlni pH metr InoLab pH levell (Inolab,
Némecko); digitélni predvazky (RADWAG, Polsko); dokumentaéni zaiizeni GelDoc™
EZ Imager (Bio-Rad, USA); dokumentac¢ni syst¢ém C-DiGit (LI-COR, USA);
elektroforeticky  systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA);
elektromagnetickda michacka (IKA, Némecko); inkubator Niive (Niive, Turecko);
kolonky NAP-5 (GE Healthcare, Velka Britanie); laminarni box Biohazard Bioban 48
(Vetrotecnica, Italie); minitfepacka 3-D (Biosan, Litva); mikrodesticky cerné 96F
(Eppendorf, Némecko); mikrodesti¢ka Take 3™ Multi-Volume Plate (BioTech, Ceska
republika); mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko); mikrodesti¢kovy reader
Synergy H1 (BioTech, Ceska republika); mikrodestickovy reader Synergy HT
(BioTech, Ceska republika); mikrozkmavky Amicon® Ultra 0.5mL Filters (Millipore,
USA); PVDF membrana Immobilon-FL s péry 0,45 pm (Millipore, USA); svételny
a fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko); termostat CH-
100 (Biosan Litva); tfepacka PST-60 HL (Biosan, Litva); tiepacka s blokem Thermo
Shaker TS-100 (Biosan, Litva); vortex V-1 plus (Biosan, Litva); zdroj pro elektroforézu
PowerPac 300 (Bio-Rad, USA).

3.1.3 Rostlinny material

3.1.3.1 Péstovani rostlin

Semena Nicotiana tabacum cv. Xanthi a Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia byla
zaseta do kvétindcl se zahradnickym substratem a byla umisténa do fytotronu
s fotoperiodou 16/8h, kde byly rostliny péstovany pii 25°C. Listy z rostlin A. thaliana
byly sklizeny 40 dni od vyseti, listy N. tabacum byly sklizeny vzdy po 8 tydnech.
Do listd ¢asti 8 tydennich rostlin tabaku byl injekéné vpravovan kryptogein x24.

Sklizené listy byly pro dal$i praci uchovavany v mrazéku pii — 80 °C.
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3.1.3.2 Kultivace tabakovych bunék

Bunky Nicotiana tabacum cv. Xanthi byly kultivovany pii 25°C pii 160 rpm
Vv inkubatoru s fotoperiodou 24/0h v kultiva¢nim médiu dle Chandlera et al. (1972).
Bunécna suspenze byla za sterilnich podminek pasdzovana 1x tydné (8 ml tydenni
suspenze bunék do 100 ml kultiva¢niho média). Hodnota pH média byla vzdy upravena

V rozmezi 5,5 - 5,7.

Pro experimenty byly pouzivany ctyfdenni tabdkové bunky nachdzejici se
vV exponencialni fazi ristu, ke kterym byl pfipadné ptidavan roztok kryptogeinu x24,
ve vysledné koncentrace odpovidajici 5 a 50 nM. Cast experimentl s tabakovymi
bunkami byla uskute¢inovana v ekvilibratnim médiu, jehoz sloZeni je uvedeno v tabulce
2. Pii ekvilibraci tabdkovych bunék bylo postupovano tak, ze bunky byly nejprve
na Biichnerové nélevce odsaty zkultivatniho média, poté byly zvaZeny
a rozsuspendovany v ekvilibraénim médiu o laboratorni teploté¢ v poméru 10 ml média
na 1 g tabadkovych bun¢k. Takto pfipravena bunécna suspenze byla nasledné rozdélena
do Erlenmeyerovych ban¢k a pred dalsi praci se jesté ponechala ekvilibrovat po dobu

1 hodiny na tiepacéce pii 25°C a 160 rpm.

Tab. 2 Slozeni ekvilibraéniho média pro tabakové bunky.

EKVILIBRACNI MEDIUM:  zasobni roztok (11) o pH =5,8

mannitol 32¢
CaCl, 74 mg
K2S04 87 mg
MES-hydrat 390 mg

3.2 Pouzité metody
3.2.1 Priprava rostlinného materialu

3.2.1.1 Priprava extrakti zlistli, rostlinnych bunék, protoplasti

a rostlinnych jader

Extrakty z listl rostlin byly pfipraveny homogenizaci v tfeci misce v tekutém dusiku.
Po rozetteni rostlinného materialu byl ke vzorku pfidan extrakéni pufr v poméru 2 mi

extrakéniho pufru na 1 g rostlinného materialu. Na kazdy 1 g rostlinného materialu bylo
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jesté ptidano 850 pl 4M NaCl. Homogenat byl na 1 minutu umistén do ultrazvukové
lazné (za chlazeni ledem, poté se nechal 30 minut extrahovat na ledu za obcasného

tfepani, a nakonec byl zcentrifugovan pii 16 000 g a 4°C po dobu 20 minut.

Extrakty bunécnych kultur byly pfipraveny homogenizaci v mikrozkumavce.
Tabakové bunky byly odsaty z kultivaéniho média na Biichnerové nalevce, pozadované
mnozstvi bylo pfeneseno do mikrozkumavky, byl pfidan extrakéni pufr v poméru 2 ml
pufru na 1 g materidlu a buiiky byly mechanicky rozetfeny pomoci pali¢ek. Na kazdy
1 g materialu bylo déle ptidano 850 pl 4M NaCl. Mikrozkumavky s homogenatem byly
nasledn¢ umistény do kadinky s ledem, kterd byla na 1 minutu dana do ultrazvukové
laznég, a poté se nechala 30 minut extrahovat na ledu za obcasného ttepani. Nakonec

byla reakéni smés centrifugovana (16 000 g, 4°C, 20 minut).

V piipadé protoplasti bylo postupovano podobné jako v ptipadé tabakovych bunék.
Protoplasty byly nejprve centrifugovany po dobu 5 minut pti 3 000 g, pii laboratorni
teploté. Byl odsat supernatant, protoplasty byly v mikrozkumavce zvazeny, byl k nim
ptidan extrak¢éni pufr v poméru 4 ml na 1 g materialu a protoplasty byly mechanicky
homogenizovany pomoci pali¢ek. Nasledoval pridavek 4M NaCl (850 ul na 1 g FW).
Reakéni smés byla 1 minutu sonikovana v ultrazvukové lazni (v kadince s ledem),
ponechéna extrakci na ledu po dobu 30 minut, a nakonec byla centrifugovana (16 000 g,

4°C, 20 minut).

U pfipravy extraktil z rostlinnych jader bylo pouZivano postupt purifikace jadernych
proteind postupy uvedenymi v podkapitolach 3.2.8.1 a 3.2.8.2. Ziskany pelet jadernych
proteinit byl nasledné rozpustén v extrakénim pufru (50 pl na vychozi suspenzi
0 obsahu 600 000 jader). Po centrifugaci byly rostlinné a bunééné extrakty ptecistovany
od nizkomolekularnich latek, které by interferovaly ptredevSim pii fluorimetrickém
stanoveni aktivity HDAC. Toto pfe€iStovani bylo provedeno gelovou chromatografii
na kolonkach NAP-5 (GE Healthcare). Kolonky byly nejprve ekvilibrovany (3x 2,5 ml
ekvilibraéniho pufru), poté byl nanesen vzorek (250 ul extraktu). Po vsaknuti vzorku
bylo na kolonku naneseno postupné 2x 500 pl eluéniho pufru a do mikrozkumavky bylo
jimano 2x 500 pl eluatu. Stanoveni aktivity HDAC bylo provedeno pomoci
dvoukrokové fluorimetrické, nebo spektrofotometrické, endpoint metody (viz.

podkapitoly 3.2.1.1 a2 3.2.1.2).
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Pouzité roztoky:
Extrakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1mM DTT
4M NaCl pro extrakci

Ekvilibra¢ni pufr:

varianta 1: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1mM DTT
varianta 2: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1mM DTT;
10% glycerol

Elu¢ni puft:

varianta 1: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1mM DTT
varianta 2: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1mM DTT; 4M
NaCl

3.2.1.2 Aplikace kryptogeinu x24 do listii tabaku

Do listi osmitydennich rostlin byly nejprve jehlou na spodni strané listu opatrné
utvoreny otvory, do kterych byl nasledné pomoci plastové stiikacky bez jehly vpraven
roztok kryptogeinu x24 v koncentracich 10, 50 a 100 nM. V ptipad¢ kontrolnich rostlin
byla do listi aplikovana deionizovana voda. Listy byly po odbérech (0, 2, 4, 6 a 24 hod)
thned umistény do tekutého dusiku a pro dalsi praci nasledné uchovavany v mrazaku pii

-80°C.
3.2.1.3 Priprava protoplastt z tabakovych bunék

Suspenze Ctyfdennich bunék byla centrifugovana pii 500 g a 25°C po dobu 5 minut.
Poté bylo odebrano kultivaéni médium a k centrifugovanym bunkam byl za Gcelem
plazmolyzy pfidan 0,4M mannitol (cca 10 ml k 45 ml vychozi bunééné suspenze).
Po plazmolyze byly buinky inkubovany s lyzacnim ezymovym pufrem (100 ml
lyzacniho pufru na 100 ml vychozi bunééné suspenze) za mirn¢ho ttepani po dobu
2 hodin pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly protoplasty prefiltrovany ptes uhelon
s 99um pory. Mnozstvi 5 ml prefiltrovanych protoplastli (varianta 1) bylo naneseno na
5 ml 6% Ficollu (popt. 9% nebo 12% Ficollu) v 15ml sklenéné zkumavce. V piipadé
varianty 2 bylo 8 ml suspenze protoplasti zakoncentrovano pomoci centrifugace
a odebrani média na 1,5ml objem suspenze. Nasledovala centrifugace pfi laboratorni
teploté a 3000 g po dobu 30 minut. Protoplasty byly poté odebrany z mezivrstvy Ficollu
a vody, a nakonec byly 2x promyty protoplastovym pufrem bez obsahu enzymi (5 ml
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protoplastového pufru, 500 g, 3 minuty, laboratorni teplota). Nasledné byla suspenze
protoplastii oSetfena piidavkem trichostatinu A (TSA). Byl pfidan zasobni roztok
0 koncentraci 20 uM tak, aby vysledna koncentrace v reakéni smési byla 0,2 uM.

V piipadé kontrolnich suspenzi protoplastti byla pfiddna deionizovana voda.

Pouzité roztoky:

Lyza¢ni enzymovy pufr: 42,5mM MES, pH = 5,5; 10mM CaClz; 0,3M mannitol;

2% celulasa, 0,2% macerozym

Protoplastovy pufr: 25mM Tris-HCI, pH = 5,6; 25mM MES; 25mM CaCly;
0,3M mannitol

6%, 9% a 12% Ficoll v deionizované vodé

20uM TSA v deionizované vodé

3.2.1.4 Piiprava mezofylovych protoplasti z lista Nicotiana tabacum

metodou ,,tape-sandwich*

Na Petriho misku o priméru 6 cm byly polozeny vybrané 2-3 zdravé neposkozené listy
z 8-10 tydennich rostlin Nicotiana tabacum. Horni epidermalni vrstva listd byla
pfichycena k oboustranné lepici pasce a na spodni epidermis byla ptilepena lepici paska
Magic tape. Nasledné doslo opatrné k oddéleni spodni epidermis a vrstvy
s mesofylovymi buiikami. Vrstva s mezofylovymi buiikami na pasce byla nasledné
pfenesena do 10 ml enzymového roztoku. Probéhla 20 az 30 minutova inkubace
na tfepaCce, pficemz bylo pozorovano uvolnovéani zelenych protoplastdl do média.
Ziskana suspenze protoplastii se nechala centrifugovat 3 minuty pii 500 g a laboratorni
teploté. Protoplasty byly 2x promyty 10 ml ledové vychlazeného W35 roztoku
s centrifugaci opét po dobu 3 minut pii 500 g a laboratorni teploté. Nasledovala
30 minutova inkubace na ledové 1azni. Nakonec byly protoplasty centrifugovany, bylo
odsato médium a protoplasty byly rozsuspendovany v 2 ml MMg média. Stejné jako
Vv piipad€ protoplasti z tabdkovych bun€k byla suspenze protoplastii oSetfena TSA
o vysledné koncentraci v reakéni smési 0,2 pM. V ptipadé kontroly byla ptidana

deionizovana voda.

Pouzité roztoky:

Enzymovy roztok: 0,4M mannitol; 10mM CaCl,; 20mM KCI; 0,1% BSA; 20 mM MES;

pH 5,7 (Gprava pH pomoci KOH); 1% celulasa Onozuka R10; 0,25% macerozym
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Onozuka R10

W5 roztok: 154mM NaCl; 125mM CaClz; 5mM KCI; 5mM glukosa; 2mM MES; pH
5,7 (Gprava pH pomoci KOH)

MMg roztok: 0,4M mannitol; 15mM MgCl,; 4mM MES; pH 5,7

20uM TSA v deionizované vodé

3.2.1.5 Mikroskopické pozorovani regenerace protoplasti

Ze suspenze protoplastil bylo odebrano 100 pl na podlozni skli¢ko, byl pfidan zasobni
roztok fluorescencni barvy Calcofluor White (CW) tak, aby vysledna koncentrace byla
10 pg/ml. Smés se nechala 10 minut inkubovat pii laboratorni teploté za tmy.
Protoplasty byly poté pozorovany fluorescen¢ni mikroskopii (excitace modrym svétlem,
hranol WU, svételny a fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical,
Japonsko), doba expozice: 1/25).

Pouzité roztoky:

Zasobni roztok Calcofluor White v deionizované vodé o ¢ = 1 mg/ml

3.2.2 Stanoveni aktivity HDAC

3.2.2.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC

Pouzivana fluorimetrickd metoda pro stanoveni enzymové aktivity HDAC je zaloZena
na deacetylaci fluorogenniho substratu Boc-Lys(Ac)-AMC (N-(4-Methyl-7-kumarinyl)-
N-a-(t-butoxykarbonyl)-Nw-acetyllysinamidu) histondeacetylasou a na nasledné reakci
s trypsinem (EC 3.4.21.4) Stépicim peptidovou vazbu na karboxylové strané
nechranéného lysinu. Dojde tak k uvolnéni fluoreskujiciho produktu 7-amino-4-methyl-
kumarinu (AMC), ktery lze detekovat pti vinovych délkach excitace Aex = 354 nm
a emise Aem = 460 nm. Stanovené mnoZstvi AMC je pifimo tumérné aktivit¢ HDAC v
analyzovaném vzorku. Konkrétné bylo vyuzivano dvoukrokové endpoint metody:
nejprve probiha inkubace s HDAC (komerénim enzymem nebo pfipravenym
extraktem), a poté se vzorek nechéd inkubovat s trypsinem, ktery je soucasti tzv. ,,stop

roztoku* dale obsahujiciho inhibitor HDAC trichostatin A (TSA).

Do 96-jamkové desticky bylo pipetovano: 60 pl reakéniho HDAC pufru, 10 pl
(varianta 1) nebo 70ul (varianta 2) vzorku a 50 ul pracovniho roztoku substratu

o koncentraci 0,3 mM (findlni koncentrace substratu v jamce = 125 uM). V piipade
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blanku byl vzorek nahrazen reakénim pufrem. Nasledné se reakéni smés vzorku
a substratu nechala inkubovat po dobu 30 minut pfi 30 °C za stalého tfepani.
Po inkubaci bylo do jamky ptidano 80 ul ,,stop roztoku trypsin/TSA* a prob¢hla dalsi
inkubace pfi 30°C po dobu 20 minut opét za stalého tfepani. Poté byly méfena
fluorescence pii Aex = 354 nm a Aem = 460 nm na mikrodestickovém readeru Synergy H1

(Aex = 360/40 nm a Aem = 460/40 nm na mikrodestickovém readeru Synergy HT).

Pro méteni s komeréni rekombinantni HDAC 2 a u extraktli jadernych proteind byla
pouzivana desticka Take 3 (Biotek) pro analyzu vzorkli v mikrolitrovych objemech.
Vzorky pro tato méfeni byly pfipraveny nasledovné: do 0,5ml mikrozkumavky bylo
postupné pipetovano 10 pl substratu Boc-Lys(Ac)-AMC, zvolené mnozstvi enzymu
HDAC 2 o ¢ = 0,75 pg/ml, popf. extraktu jadernych proteint, a reakéniho HDAC pufru.
Smés byla promichana a inkubovéna 30 minut pfi 37°C, popt. 30°C. Poté bylo
do mikrozkumavky napipetovano 16 pl ,,stop roztoku* a smés byla inkubovéna dalSich
20 minut pti 30°C. Po této druhé inkubaci byly 2 pl reakéni smési naneseny na Take 3

desticku a byla zméfena zména fluorescence pii Aex= 354 nm a Aem= 460 nm.

Charakteristika pouzitého komeréniho vzorku enzymu HDAC2: purifikovana lidska
HDAC s C-terminalni histidinovou kotvou, hodnota M; 60 kDa. Jednotka aktivity
HDAC je definovana, jako mnoZzstvi enzymu schopné deacetylovat 1 pmol substratu

za 1 min pti 37°C.

Pouzité roztoky:
Reakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; 1ImM DTT
30mM zasobni roztok Boc-Lys(Ac)-AMC v DMSO

0,3mM pracovni roztok substratu Boc-Lys(Ac)-AMC - fedény zasobni roztok
Vv reakénim pufru

Stop roztok Trypsin/TSA pro in vitro aktivitu HDAC: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM
NaCl; 2uM TSA; 2mg/ml trypsin; 30% (v/v) isopropanol

3.2.2.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity HDAC

Kolorimetrické stanoveni aktivity HDAC je v principu stejné jako fluorimetrické
stanoveni. Lisi se kone¢nou detekci vzniklého produktu — spektrofotometricky se

stanovuje mnozstvi odstépeného p-nitroanilinu (pNA) ze substratu Boc-L-Lys(Z)-pNA
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(N-a-t-butyloxykarbonyl-N-g-benzyloxykarbonyl-L-lysin-4-nitroanilidu) s absorbénim

maximem Amax = 405 nm.

Do 96-jamkové desticky bylo pipetovano 60 pl vzorku, jako blank byl pouzit reakéni
pufr) a 20 ul pracovniho roztoku substratu. Reakéni smés byla inkubovéna 30 min
pii 30°C za stalého tifepani. Poté bylo ke smési piidano 10 pl pracovniho roztoku TSA
a 10 pl ,,vyvolavaciho* roztoku trypsinu. Smés se ponechala inkubovat dal§ich 20 min

pti 30°C za tfepani. Poté se méfil nartist absorbance pii 405 nm.

Pouzité roztoky:
200mM zasobni roztok Boc-L-Lys(Z)-pNA v DMSO (pfed pouzitim dale Fedén
v DMSO na 20mM roztok)

ImM pracovni roztok substratu Boc-L-Lys(Z)-pNA — fedény zasobni roztok v reakénim
pufru

Zasobni roztok 0,2 mM TSA v DMSO

Pracovni roztok 20uM TSA - fedény zasobni roztok v reakénim pufru

Reak¢ni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM NaCl

»Vyvolavaci® roztok trypsinu: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM NaCl, 2 mg/ml trypsin

3.2.2.3 Vliv latek uvoliiujicich NO na aktivitu HDAC

Vzorek komercni lidské HDAC2 byl pfed fluorimetrickym stanovenim aktivity HDAC
inkubovan s Cinidly uvolilujicimi oxid dusnaty (NO). Testovanymi ¢inidly byly
S-nitrosoglutathion (GSNO) a nitropussid sodny (SNP), jejichz vyslednd koncentrace
Vv reak¢éni smési se vzorkem obsahujicim HDAC byla 0,1 mM a 1 mM. Do 0,5ml
mikrozkumavky bylo napipetovan reakéni pufr, 2 pl komeréniho enzymu, nebo
extraktu, a ¢inidlo uvolfiujictho NO (mnozstvi 2mM zasobniho roztoku GSNO nebo
SNP, tak aby vysledna koncentrace v 14 pul reakéni smési byla 0,1 mM nebo 1 mM).
Dana se roztok se ponechal 15 a 30 minut inkubovat pti laboratorni teploté, a dale se se
pokracovalo jako v ptfipadé stanoveni aktivity HDAC v mikroobjemovém usporadani

s pouzitim Take 3 desticky (viz podkapitola 3.2.2.1).

Pouzité roztoky:

2mM GSNO v deionizované vodé
2mM SNP v deionizované vodé
Reakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM NaCl; 0,25mM EDTA Na*; imM DTT
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30mM zasobni roztok Boc-Lys(Ac)-AMC v DMSO

0,3mM pracovni roztok substratu Boc-Lys(Ac)-AMC - fedény zasobni roztok
Vv reak¢nim pufru

Stop roztok Trypsin/TSA pro in vitro aktivitu: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM NaCl;
2uM TSA; 2mg/ml trypsin; 30% (v/v) isopropanol

3.2.3 Priprava S-nitrosoglutathionu

Redukovana forma glutathionu (GSH, 614 mg) byla rozpusténa v3 ml 0,5M HCI
na ledové lazni. Za stalého michani bylo k roztoku GSH v HCI pfidano 138 mg NaNO
a reakéni smés byla ponechana na ledové lazni po dobu 40 minut, béhem kterych se
zaCala vytvafet Cervend srazenina. Srazenina byla odsita na Biichnerové nalevce
a postupné¢ promyta 2x 10 ml ledové vychlazené deionizované vody, 2x 10 ml
vychlazeného acetonu, 2x 10 ml ledové vychlazené¢ho diethyletheru. Po promyti byla
srazenina z filtracniho papiru pfenesena na alobal, ve kterém se po dobu 30 minut
nechala dosusit v exsikatoru, a poté byla zamrazena v plastové mikrozkumavce rovnéz

obalené alobalem.
3.2.4 Stanoveni obsahu proteinit metodou Bradfordové

Do jednotlivych jamek 96-jamkové mikrodesticky bylo pipetovano 45 ul deionizované
vody, 5 ul vzorku nebo standardu BSA o dané koncentraci a 200 pul pracovniho roztoku
¢inidla Bradfordové, které bylo pfipraveno fedénim zasobniho roztoku cinidla vodou
v poméru 1:4. Nasledovala 5 minutova inkubace pti laboratorni teploté a poté byla na
mikrodestickovém readeru zmétfena absorbance pii 595 nm. Pro stanoveni kalibra¢ni

ktivky byly pouzity roztoky BSA v koncentra¢nim rozmezi 0,1 - 1,5 mg/ml.

Roztoky pro stanoveni proteinu:

Zasobni roztok ¢inidla Bradfordové: 50 mg Coomasie Brilliant Blue G250, 25 ml

methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné.
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3.2.5 Stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

3.2.5.1 Stanoveni Zivotnosti pomoci FDA

Metoda je zalozena na Stépeni fluorescein diacetdtu esterasami zivych bunék
za uvolnéni fluoresceinu, ktery lze detekovat a kvantifikovat fluorimetricky, popf.

pozorovat fluorescencni mikroskopii.

Do 96-jamkové desticky bylo pipetovano po 100 pl bunécné suspenze a 5 pl
pracovniho roztoku FDA. V pfipadé blanku byla bunéfnid suspenze nahrazena
kultivacnim, popf. ekvilibracnim, médiem. Fluorescence pii Aex = 486 nm
a Aem = 514 nm byla méfena ihned po pifidavku sondy FDA, poté nasledovala
15 minutova inkubace ve tmé pii 25°C, opét byla zméfena fluorescence a hodnoty RFU

byly od sebe odecteny (RFU1s min — RFUomin).

Pouzité roztoky:

Zasobni roztok FDA: 5 mg FDA rozpusténo v 1 ml acetonu
3.2.5.2 Stanoveni Zivotnosti pomoci resazurinu

Metoda je zaloZena na pfeméné resazurinu (AlamarBlue, AB), modrého roztoku,
Zivotaschopnymi buitkami na rizovy resorufin, ktery fluoreskuje (Byth et al., 2001). Do
1,5ml mikrozkumavek bylo odebirano po 180 ul bunécné suspenze, ke které bylo
pfidano 20 pl roztoku resazurinu a obsah mikrozkumavky se jemné promichal. Smés
byla inkubovana po dobu 2 hodin za tmy pfti 25°C. Poté byly mikrozkumavky s reakéni
smési na 5 minut umistény do ultrazvukové 1azné&, po sonikaci nasledovala 10-minutova
centrifugace pifi 15000 g a 25°C. Supernatant (200 pl) byl prepipetovan

na 96-jamkovou desticku a byla zmétena fluorescence pii Aex = 560 nm a Aem = 590 nm.

Pouzité roztoky:

roztok resazurinu (sodna sul 7-hydroxy-3H-fenoxazin-3-on-10-oxidu) v deionizované

vodé o vysledné koncentraci 0,15 mg/ml
3.2.5.3 Stanoveni Zivotnosti pomoci MTT
Metoda je zalozena na redukci MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolium bromidu) mitochondrialnimi  dehydrogenasami metabolicky
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aktivnich bunék na formazanové barvivo. Vznikly formazan je rozpustny

v isopropanolu a lze ho stanovit fotometricky pii 570 nm (Konigshofer et al., 2008).

Z bunécné suspenze tabdku bylo do 1,5ml mikrozkumavek odebrano 180 pl a bylo
pfidano 20 ul roztoku MTT. Smés byla opatrné promichéna a inkubovana za tmy pii
25°C po dobu 2 hodin. Po inkubaci bylo do kazdé¢ mikrozkumavky ptidano 800 ul
isopropanolu, smés byla promichana na vortexu a ponechéna stat pfti laboratorni teploté
po dobu 5 minut. Poté byla zcentrifugovana (15 000 g, 25°C , 10 minut) a 200 ul
supernatantu bylo piepipetovano na 96-jamkovou desticku s naslednym zméfenim

absorbance pii 570 nm.

Pouzité roztoky:

Zasobni roztok MTT: 5 mg MTT rozpusténo v 1 ml deionizované vody
3.2.5.4 Stanoveni Zivotnosti pomoci neutralni ¢ervené

Metoda je zalozena na akumulaci neutrdlni ¢ervené ve vakuolach zivych bunck, které
jsou schopny udrzovat pH gradient na tonoplastu (Repetto et al., 2008). Do 1,5ml
mikrozkumavek bylo odebirano po 195 pl bunééné suspenze, bylo ptidano 5 pl roztoku
neutralni Cervené a smés se jemné promichala. Nasledovala 5 minutova inkubace
za tmy pii 25°C. Poté se smés centrifugovala pii 800 g pti 25°C po dobu 3 minut.
Z mikrozkumavek bylo odsidto médium obsahujici nezpracovanou neutralni Cerven
a bylo pfiddno 200 pl kultiva¢niho média bez neutrdlni Cervené. Smés se opét
zcentrifugovala (800 g, 25°C, 3 minuty) a z mikrozkumavek se odsalo médium
obsahujici zbytkovou neutralni cerven. K bunkdm bylo pfiddno 200 pl extrakéniho
¢inidla, smés se vortexovala a centrifugovala pii 15 000 g, 25°C po dobu 10 minut. 200
pl supernatantu bylo ptrepipetovdno do jamky 96-jamkové desticky a zméfila se

absorbance pii 540 nm.

Pouzité roztoky:

Extrakéni €inidlo: ethanol-ledova kyselina octova-deionizovana voda v poméru 50:1:49
Zasobni roztok neutralni Cervené: 4 mg neutralni Cervené rozpusténé v1 ml

deionizované vody
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3.2.5.5 Priprava negativni a pozitivni kontroly pro stanoveni Zivotnosti

bunék

U vsech uvedenych metod pro stanoveni zivotnosti byla pfipravena pozitivni a negativni
kontrola. V ptipadné pozitivni kontroly se jednalo o pouhy alikvot bunécné suspenze,
ktera nebyla nijak ovliviiovana. U negativni kontroly bylo vzdy odebrano po 180 ul
bunééné suspenze (195 pl v piipadé NC), ke kterym bylo piiddno 5 pl 20% Tritonu,
buiky byly vortexovany, na 5 minut zahtaty na 95°C a po ochlazeni jest¢ na 5 minut

umistény do ultrazvukové lazné.
3.2.5.6 Mikroskopické stanoveni Zivotnosti

Na podlozi skli¢ko bylo pipetovano 100 pl bunééné suspenze, v piipadé AB, NC a MTT
jiz s danym barvivem po spole¢né inkubaci v mikrozkumavce (viz podkapitoly 3.2.5.2-
3.2.5.4). V ptipadé FDA bylo na podlozni skli¢cko pipetovano 100 pl bunééné suspenze,
5 ul pracovniho roztoku FDA a smés se inkubovala 10 minut ve tmé. Vzorky s NC
a MTT byly nasledné€ pozorovany pod svételnym mikroskopem, vzorky s AB a FDA
pod fluorescenénim (vzorky s AB — excitace modrym svétlem, hranol B; vzorky s FDA
— excitace zelenym svétlem, hranol G; svételny a fluorescen¢ni mikroskop Olympus

BX50 (Olympus Optical, Japonsko)).
3.2.6 SDS-PAGE

Pro separaci proteini metodou SDS-PAGE, elektroforetické metody v prostredi
dodecylsiranu sodného, byl pouzivan 10% délici gel o pH 8,8 a 4% zaostfovaci gel
o pH 6,8. Dé¢leni v zaostfovacim gelu probihalo za konstantniho napéti 120 V, pro
separaci Vv délicim gelu bylo zvySeno na 180 V. Vzorky pro SDS-PAGE byly
pfipraveny tak, Ze vzorek proteinu byl smichan s Laemmliho vzorkovacim pufrem
Vv poméru 1:1. Smés vzorku s pufrem byla vloZena do termobloku vyhtatého na 95°C
po dobu 10 minut, nasledovalo ochlazeni na ledu a centrifugace pfi 1200 rpm po dobu
5 minut. PoZadovany objem takto pfipravenych vzorkil byl nanesen do jamky gelu jiz
umisténého v elektroforetické komiirce. U standardd molekulové hmotnosti bylo
nanaseno 5 pl bez predchozi inkubace v termobloku. Po SDS-PAGE byly separované
proteiny v polyakrylamidovych gelech detekovany barveny barvivem Coomassie Blue,
popf. komerénim roztokem SYPRO® Ruby, nebo byly dile pouzity pro analyzu
metodou Western blot.
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V Tab. 3 je uvedeno sloZeni roztokt pro piipravu dvou SDS-PAGE geli pro skla o

rozmérech 7,3 x 10 cm se spacery 0,75 mm.

Tab. 3 SloZeni dé€liciho a zaostfovaciho gelu pouzivaného pro SDS-PAGE (mnozZstvi je uvedeno
v ml).

typ gelu AABIS  15MTris- 05MTrissHCI H,0 10% TEMED 10%

30%/0,8% HClpH=8.8 pH=16,8 SDS APS
délici 10% 3,3 2,5 - 4,1 0,1 0,01 0,1
zaostiovaci 0,65 - 1,25 3,06 0,05 0,01 0,1

4%

Pouzité roztoky:
Elektrodovy pufr: 0,025M Tris-HCI; 0,192M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3
Laemmliho vzorkovaci pufr: 0,125M Tris-HCI o pH = 6,8; 4% SDS; 20% glycerol;

5% merkaptoethanol; 0,02% bromfenolova modft

proteinovy standard molekulové hmotnosti: komercni Precision Plus Protein Dual Xtra
2-250 kDa (BioRad)

3.2.6.1 Barveni separovanych proteini pomoci Coomassie Brilliant

Blue

Béhem barveni (bez ptfedchozi fixace proteinti v gelu) byl gel inkubovan v roztoku
Coomassie Blue R250 pfti laboratorni teploté ptes noc. Druhého dne byl barvici roztok
slit a do krabicky s gelem byl pfidan odbarvovaci roztok. Odbarvovéani probihalo
2 hodiny, opét pii laboratorni teploté. Proteiny byly detekovany pomoci

dokumentacéniho zatizeni GelDoc (Biorad).

Pouzité roztoky:

Coomassie Brilliant Blue R250

Odbarvovaci roztok pro Coomassie Blue: 40% methanol, 10% kyselina octova

3.2.6.2 Barveni separovanych proteini pomoci SYPRO® Ruby Protein
Gel Stain

Barveni pfedchazela fixace proteini gelu pomoci fixacniho roztoku po dobu 30 minut.
Po fixaci byl gel s proteiny inkubovan v roztoku s barvicim roztokem SYPRO® Ruby

Protein Gel Stain v plastové krabicce obalené alobalem za mirného tfepani pfi
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laboratorni teplot¢ a pfes noc. Druhy den byl barvici roztok slit a byl pfidan
odbarvovaci roztok. Odbarvovéani probihalo 30 minut pfi laboratorni teploté. Proteiny

byly detekovany pomoci dokumentacniho zatizeni GelDoc (Biorad).

Pouzité roztoky:

Fixacni roztok: 10% methanol, 7% kyselina octova
SYPRO® Ruby Protein Gel Stain (Sigma Aldrich)

Odbarvovaci roztok: 10% methanol, 7% kyselina octova
3.2.7 Western blot

Western blot, metoda pro detekci specifickych proteinit ve vzorku, byl proveden
v uspofadani ,,tank blotting®. Do blotovaci komiirky s pufrem byla vklddana uzaviena
kazeta, ktera se od Cerné strany kazety sklada v uspofadani porézni houbicka, filtra¢ni
papir, gel, membrana, filtracni papir, porézni houbicka. Byla pouzivana PVDF
membrana, kterou bylo potieba pted pouzitim namocit na 15 sekund do methanolu. Poté
byla spolecné s blotovacimi papiry jesté na 10 minut namocena do blotovaciho pufru.
Transfer proteind z polyakrylamidového gelu na membranu probihal 2 hodiny pfi
konstantnim proudu nastaveném na 3,75 mA/cm?. Uspé&snost transferu proteint z gelu
na PVDF membranu byla vzdy ovéfovana reversibilnim barvenim proteind roztokem
Ponceau S. PVDF membrana s proteiny byla na 20 minut ponofena do daného
barviciho roztoku, a poté byla oplachnuta deionizovanou vodou, aby doslo k jeho

zpétnému vymyti.

Nasledovala blokace membrany s pfenesenymi proteiny. Byl pouzivan postup
blokace doporuceny vyrobcem protilaitek firmou Agrisera. Blokace probihala
v 5% roztoku nizkotu¢ného mléka v TTBS po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Poté byla k PVDF membrané ptidana primarni protilatka proti histondeacetylase HDT3
z Arabidopsis (fedéni 1:2500 v 2,5% mléce v TTBS), se kterou se nechala inkubovat
ptes noc v ledni¢ce. Druhy den byla membrana nejprve 3x po 10 minutich promyta
roztokem TTBS a poté nasledovala druha blokace v 10% roztoku nizkotu¢ného mléka
v TTBS po dobu 10 minut. Pak byla pfidana sekundarni protilatka znacena AP (fedéni
1:5000) nebo HRP (fedéni 1:10 000). V obou piipadech byla sekundarni protilatka
k membran¢ nanasena v 2,5% mléce v TTBS. Po inkubaci s protilatkou, ktera probihala
1 hodinu pfi laboratorni teploté, byla membrana promyvana v roztoku TTBS

(6x po dobu 10 minut). Nakonec se k membran¢ v pripadé sekundarni Ab zna¢ené AP

48



na 10 minut pfidalo 2,5 ml roztoku NBT/BCIP. Barvici roztok se slil, membrana se
oplachla deionizovanou vodou a vzniklé modrofialové zbarveni bylo detekovano
dokumentacnim systémem GelDoc (Biorad). V piipadé sekundarni Ab znacené HRP
byly kK membrané (o rozmérech 5x8 cm) pfidany 4 ml komer¢niho roztoku luminolu
(Luminata™ ClassicoWestern HRP Substrate) a po 10 minutich byla membrana
vlozena do skenovaciho zafizeni C-DiGit (LI-COR, model 3600).

Roztoky pouzité pro metodu Western blot
Blotovaci pufr: 0,025M Tris; 0,192M glycin; 20% (v/v) methanol; pH 8,3
Barvici roztok NBT-BCIP: komer¢ni roztok NBT-BCIP (Sigma)

Barvici roztok Ponceau S : 0,2% Ponceau S; 10% (v/v) kyselina octova

Luminol: komeréni roztok Luminata™ Classico Western HRP Substrate (Millipore)
Nizkotu¢né susené mléko (2,5%; 5% a 10%) v TTBS

Pracovni pufr pro imunodetekci (TBS): 20mM Tris, 500mM NaCl, pH 7,5

Primarni protilatka: komeréni krali¢i primarni protilatka proti HDT3 z Arabidopsis
(1:2500 v 2,5% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

Sekundéarni protildtka: komercéni sekundarni kozi anti-krali¢i protildtka znacena
alkalickou fostatasou (1:5000 v 2,5% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS) Sekundarni
protilatka: komeréni sekundarni kozi anti-krali¢i protilaitka znacCena kienovou
peroxidasou (1:10 000 v 2,5% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

Tween v TBS (TTBS) : 1 ml Tween-20 do 1000 ml TBS

3.2.8 lzolace jader metodou cell sorting

Jadra z buné¢nych suspenzi N. tabacum cv. Xanthi byla tfidéna ze ¢tyfdennich bunek
metodou cell sorting Ing. Beatou Petrovskou, Ph.D. z Ustavu experimentélni botaniky
(UEB). Jadra byla tfidéna pomoci sortovaciho pritokového cytometru podle protokolu
Petrovska et al., 2014 s vyjimkou homogenizace bunék. Ta byla pro dané bunky
za Ucelem nejvétSiho vytézku intaktnich jader jeSté optimalizovdna. Ke tfidéni bylo
pouzivano 50 ml bunécéné suspenze, ze které bylo po optimalizaci homogenizace bun&k
(sonikace: 35% output, 5 sekund) dosazeno vytézku v rozmezi 700 000 - 1 000 000

jader.
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3.2.9 Purifikace jadernych proteini

3.2.9.1 Purifikace proteinii z rostlinnych jader s DNAsou I

K peletu rostlinnych jader byl pfidan lyzacni pufr pro jadra v poméru 50 pl na cca
1 000 000 jader). Nasledovalo kratké vortexovani a suspenze byla po dobu 10 minut
sonikovana pii pokojové teploté. Poté byl ke smési pridan 1 pul 10 U/ul DNAsy I
a po promichéani byla smés inkubovana po dobu 2 hodin pii 37 °C za stalého tiepani
(900 rpm). Po inkubaci byl ke smési ptidan dalsi 1 ul DNAsy I a pokracovala inkubace
za jiz uvedenych podminek, tentokrat pfes noc. Nasledujici den byl vzorek
centrifugovan po dobu 15 minut pti 16 000 g. Proteiny pfitomné v supernatantu byly
prekryty vychlazenym acetonem (-20°C, mnozstvi acetonu = 4x objem supernatantu)
a vzorek byl umistén do mrazdku s -20°C po dobu 24 hodin. Po precipitaci proteinti
byla smés centrifugovana pii 16 000 g po dobu 15 min pii 4°C a precipitat byl
rozpu$tén v 50 pl Laemmliho pufru, sonikovan 10 minut a zahtat na 100°C po dobu
10 minut (vzorek: ,,precipitate fraction®). Pelet z kroku po druhém piidavku DNAsy |
byl také rozpustén v Laemmliho pufru a bylo s nim dale postupovano stejné jako se
vzorkem ,,precipitate fraction®. Tento vzorek obsahoval proteiny, které nebyly uvolnény
pfimo DNAsou I (vzorek: ,pellet fraction®). Oba vzorky byly nasledné¢ podrobeny
analyze SDS-PAGE a Western Blotu.

Pouzité roztoky:

Lyzaéni pufr pro jadra: 25mM HEPES/NaOH, pH = 7,5; 150mM NaCl; 0,1% (w/v)
sodna sl deoxycholové kyseliny; 10mM MgClz; 10mM CaCl;; 1mM DTT,;
1mM pefabloc; 1x cOmplete EDTA free

3.2.9.2 Purifikace proteinu z rostlinnych jader s benzonasou

K suspenzi rostlinnych jader bylo pfidano 50 pl reakéniho pufru (na cca 1 000 000
jader) za ucelem uvolnéni formaldehydovych cross-linkti. Suspenze s pufrem byla po
dobu 9 hodin za mirného tfepani inkubovéana pii 70°C. Nasledovalo St€peni DNA:
ke smési bylo ptidano 50 pl ,.cleaving™ pufru a 5 pl benzonasy a smés se nechala
reagovat pii 25°C za tfepani po dobu 24 hodin. Poté byla smés piekryta vychlazenym
acetonem (-20°C, mnozstvi acetonu = 4x objem supernatantu) a vzorek byl umistén

do mrazaku s -20°C po dobu 24 hodin. Precipitat byl bud’ rozpustén v 25 pl Laemmliho
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pufru pii 50°C po dobu 30 minut a proteiny byly analyzovany SDS PAGE a néaslednym

Western blotem, nebo byl rozpustén v 25 ul extrakéniho pufru (bez zahtivani).

Pouzité roztoky:
,,Cleaving® pufr: 50mM Tris-HCI, pH = 8,0; 2mM MgCl,; 8M mocovina; 10mM DTT
Reakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH = 8,0; 2mM MgCl>

3.2.10 Detekce S-nitrosylovanych proteinii metodou ,,biotin switch*

Metoda tzv. ,,biotin switch® (BST) slouzi k detekci a identifikaci S-nitrosylovanych
proteind. Jedna se o tfikrokovou metodu, kterd byla navrzena Jaffreym a jeho kolegy
v roce 2001 (Jaffrey a Snyder, 2001). Suspenze rostlinnych jader (1 000 000 jader) byla
na 10 minut umisténa do ultrazvukové lazné, centrifugovana (12 000 g, 4°C, 15 minut)
a supernatant byl ihned upraven pro metodu biotin switch. Komer¢ni lidska HDAC?2
(pozitivni kontrola) byla nejprve preinkubovana s GSNO o vysledné koncentraci

250 uM a déle s ni bylo pracovano jako v pfipad¢ extraktu tabakovych jader.

Ke vzorkiim byl pfidan 1 ml Cerstvé pfipraveného HENT pufru, reakéni smés byla
1 minutu dtkladné vortexovana a homogenat byl po dobu 15 minut ponechan na ledu.
Po inkubaci byly vzorky zcentrifugovany (12 000 g, 4 °C, 10 min), supernatant byl
prenesen do nové mikrozkumavky a znovu centrifugovan (12 000 g, 4 °C, 10 min).
Supernatant byl opét prenesen mikrozkumavky, byla zmétena jeho koncentrace proteini
metodou Bradfordové s naslednou upravou obsahu proteinii na koncentraci 0,1 pg/ul.
Objem obsahujici 10 pg proteinu byl napipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky a byl
pfidan cerstvé pripraveny HENS pufr v ¢tyfnasobném mnozstvi, tj. 40 pl. Ke vzorku
bylo pfidino MMTS (0,2mM) s SDS (2%). Nasledovala inkubace pii 50°C po 30
minut. Poté byl ke smési 2x pfidano 1 ml vychlazeného acetonu (-20°C)
s nasledovanym vortexovanim. Po 30 minutové inkubaci pii -20°C byly vzorky
centrifugovany (12 000 g, 4 °C, 10 min). Supernatant byl odstranén dekantaci a ke
zbytku byl pfidan jest¢ 1 ml vychlazeného acetonu, opét nasledovala centrifugace
(12 000 g, 4 °C, 10 min). Supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky a pelet
byl vysuSen ve tmé v chladici komote po dobu 10 minut. K sedimentu vzorku proteinu
byla pfidana 1mM kyselina askorbova a ihned 4mM Biotin HPDP v DMF (Biotin — EZ-
Link™Biotin-HPDP; Thermo scientific; 21341). Nasledovala inkubace po dobu
1 hodiny, poté bylo ke vzorku pfidano 200 pl vychlazeného acetonu (-20°C) s inkubaci
ptes noc -20°C. Nasledujici den po inkubaci byly vzorky centrifugovany (12 000 g,
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4 °C, 10 min), supernatant byl odstranén dekantaci a k peletu byl pfipipetovan
vychlazeny aceton (1 ml). Stény mikrozkumavky a povrch peletu byly jemné
vyplachnuty vychlazenym acetonem, aby doSlo k odstranéni zbytki biotin-HPDP.
Nasledovala centrifugace (12 000 g, 4 °C, 5 min). Pelet byl pouzit pro naslednou

analyzu Western blotem a pro afinitni purifikaci.

Pouzité roztoky:

HENT pufr (zasobni): 100mM HEPES, pH = 7,4 (4prava pomoci 10M NaOH); 10mM
EDTA; 0,1mM Neocuproin; 1% Triton-X

HENS pufr (zésobni): 225mM HEPES, pH na 7,2 (aprava pomoci 10M NaOH); 0,9mM
EDTA;0,1mM Neocuproin; 2,5% SDS

Complete mini-EDTA koktejl inhibitorti proteas: 1 tableta rozpusténa v 10ml HENT

pufru
3.2.10.1 Analyza S-nitrosylovanych proteinii Western blotem

Analyza S-nitrosylovanych proteini Western blotem se castecné liSila od postupu
pti detekci HDAC popsané v kapitolach 3.2.5 a 3.2.6. Separace proteiniit SDS-PAGE,
jako dilcitho kroku Western blotu, prob¢hla za neredukujicich podminek. Vzorek
proteinu pro SDS-PAGE byl tedy smichan s Laemmliho vzorkovacim pufrem bez
B-merkaptoethanolu a vzhledem k labilit¢ vazby proteinu s biotinem-HPDP nebyl
zahfivan v termobloku. Separace proteinti probéhla v 12% dé¢licim gelu o pH 8,8 (tab.
4) a 4% zaostfovacim gelu (tab. 3) o pH 6,8.

Tab. 4 Slozeni 12% déliciho gelu pouzivaného pro SDS-PAGE pro piipravu dvou SDS-PAGE
gell pro skla o rozmérech 7,3 x 10 cm se spacery 0,75 mm. (mnoZstvi je uvedeno v ml).

AA/BIS 1,5M Tris-HCI

0, 0,
tyYPOEIU 30000 506 oH = 8.8 H,0 10%SDS TEMED  10% APS

délici 12% 4 2,5 3,4 0,1 0,01 0,1

Po elektroforetické separaci byly proteiny zgelu pieneseny na povrch
nitrocelulosové membrany pomoci zafizeni pro rychly transfer proteinti Trans-Blot
Turbo (Bio-Rad) s nasledujicim nastavenim: 25 V, 2,5 A a dobou pfenosu 10 minut.
Po kontrole pfenosu proteinh na membranu reversibilnim  barvenim

s Ponceau S nasledovala blokace membrany 1% mlékem v TBST dale obsahujicim
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1% BSA po dobu 2 hodin. Nasledovala inkubace s primarni monoklonalni anti-biotin
protilatkou jiz konjugovanou s alkalickou fosfatasou (fedéni 1:10 000) v 1% mléce
v TBST, a to pies noc pfi 4 °C. Nakonec byla membrana promyta 3x 50ml TBST
a probéhlo barveni pomoci NBT-BCIP, viz kapitola 3.2.6.

3.2.10.2 Afinitni purifikace S-nitrosylovanych proteinii

Afinitni purifikaci byla uskute¢néna na neutravidinové matrici, kterd byla nejprve
promyta neutralizacnim pufrem (2x 100 pl), pfi¢emz objem neutravidinové matrice byl
volen v zavislosti na vychozim mnozstvi proteinti v doporu¢eném mnozstvi 35 ul
matrice na 250 ug znacenych proteint. Nasledovala centrifugace (200 g, 4°C, 2 minuty)
a odstranéni supernatantu. Poté byla matrice ekvilibrovana pfidavkem 100 pl
neutraliza¢niho pufru s naslednou 30 minutovou inkubaci na orbitalni michacce. Poté
probéhla opét centrifugace pii 200 g a k matrici bylo pfiddno 100 pl neutralizaéniho
pufru, tentokrat spolecné se vzorky. Inkubace matrice se vzorky probéhla za tmy
a laboratorni teploty po dobu 1 hodiny na orbitdlni michacce. Néasledovala 1 minutova
centrifugace pti 200 g, pii které byl odstranén supernatant a matrice byla 4x promyta
350 pl promyvaciho pufru. K matrici bylo pfidano 150 pl promyvaciho pufru
a nasledovalo jeji pfeneseni do prazdnych, uzavienych kolonek. Eluce navazanych
proteini  byla uskutecnéna pifidavkem 100 pl eluéniho pufru se 100mM
B-merkaptoethanolem. Pted pouzitim byl pufr zahtdt na 95°C po dobu 5 minut.
Purifikované proteiny byly precipitovany pies noc v acetonu pii -20°C. Druhy den
nasledovala centrifugace (14 000 g, 4°C, 30 minut), sediment byl promyt 1 ml
vychlazeného acetonu a znovu centrifugovan (14 000 g, 4°C, 30 minut). Poté byl
sediment rozpustén v 20 ul HENS pufru. Proteiny po uvedené afinitni purifikaci byly

elektroforeticky separovany za denaturujicich podminek bez obsahu SDS.

Pouzité roztoky:

Neutraliza¢ni pufr: 20mM HEPES-NaOH, pH 7,7; 100mM NaCl; 1mM EDTA,
5% (v/v) Triton-X 100

Promyvaci pufr: 20mM HEPES-NaOH, pH 7,7; 600mM NaCl; 1mM EDTA,
5% (v/v) Triton-X 100

Elu¢ni pufr: 200mM HEPES-NaOH, pH7,7; 100 mMNaCl; 1mM EDTA,; 100mM -

merkaptoehanol
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4 Vysledky

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo nejprve dokoncit optimalizaci metod
pro stanoveni aktivity a hladiny HDAC v rostlinnych extraktech, které byly zavadény
jiz vramci prace bakalarské. Poté byla prace soustiedéna na studium HDAC
vV mechanismu bunécné smrti u listd tabaku a suspenze tabakovych bun¢k po aplikaci

kryptogeinu x24 a na ilohu HDAC b&hem regenerace protoplastt tabaku.

V ramci optimalizace metod bylo nejprve feSeno fluorimetrické stanoveni aktivity
HDAC - konkrétn¢ detekce produktu 7-amino-4-methylkumarinu s naslednou
optimalizaci metody pro stanoveni enzymové aktivity HDAC v rostlinnych extraktech.
Vzhledem k tomu, ze se nepodafilo zoptimalizovat podminky fluorimetrického
stanoveni aktivity HDAC v extraktech z list rostlin, byla pro méfeni aktivity HDAC
u tohoto typu vzorku zavddéna metoda spektrofotometricka. Poté byla prace zamétena
na detekci HDAC v extraktech z rostlinnych jader pomoci Western blotu. Extrakty
pfipravené z vytfidénych jader byly pouzivany za ucelem zakoncentrovani zadanych
jadernych proteind. Pro purifikaci proteint z jader byly testovany dva postupy, lisici se

pfedevs§im pouZzitym enzymem Stépicim DNA.

V dalsi Casti se experimenty tykaly in vitro pokusd testovani vlivu donori NO
na aktivitu HDAC a detekce jadernych proteinii metodou biotin switch (BST). V rdmci
BST byl pro konecnou detekci S-nitrosylovanych proteini uskute¢nén Western blot,

celkové proteiny byly barveny pomoci stiibra a komeréniho roztoku SYPRO® Ruby.

Pted vlastnimi biologickymi pokusy byly jesté testovany metody pro stanoveni
zivotnosti tabdkovych bunck. Konktrétné se jednalo o metody s fluorescein diacetatem,
resazurinem, MTT a neutrdlni Cerveni. Vybér nejvhodnéjsi metody stanoveni viability
pro tabdkové bunky kultivaru Xanthi umozZnilo pozorovani zmén V jejich Zivotnosti
u naslednych experimentti s aplikaci elicitinu kryptogeinu. Kryptogein byl aplikovan
1 do listh tabaku a v obou piipadech byl u pfipravenych extraktl sledovan jeho vliv na
aktivitu HDAC. Druhou ¢asti biologickych pokusti bylo sledovani zmén v aktivité
HDAC po odstranéni bunécné stény rostlinnych bunék a néasledné regeneraci ziskanych
protoplasti. Protoplasty byly pfipravovany zlisth a bunécnych suspenzi tabéku,

pfi¢emz podil protoplastové suspenze byl ovlivnén pfidavkem trichostatinu A.
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Pouzivanym materidlem byly kromé rostlin a bunécné kultury tabaku jesté listy
Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia, jejichz extrakty slouzily jako pozitivni
kontrola pii detekci HDAC metodou Western blot.

4.1 Optimalizace stanoveni aktivity HDAC

4.1.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC

Fluorimetrickd metoda stanoveni aktivity HDAC vyuziva fluorogenniho substratu
Boc-Lys(Ac)-AMC. V prvnim kroku stanoveni enzymové aktivity HDAC dochazi
k deacetylaci pomoci HDAC, ve druhém kroku dochazi ke Sté€peni substratu trypsinem
na karboxylové stran¢ jiz nechranéného lysinu za uvolnéni 7-amino-4-methylkumarinu,
ktery je detekovan. Uvedend fluorimetrickd endpoint metoda byla zavadéna jiz v ramci
bakalaiské prace podle dostupné literatury zabyvajici se studiem zivocisnych HDAC
(Wegener et al., 2003).

Bylo opakovano stanoveni aktivity HDAC 2-krokovou endpoint metodou za Gc¢elem
ovéfeni metody a jeji dalSi optimalizace. Stanoveni bylo nejprve provedeno
S komerénim rekombinantnim enzymem lidské HDACZ2 v uspofaddni na desticce
Take 3, kterd umoznuje analyzu vzorkt v objemu jednotek mikrolitrd (obr. 11). Méfeni
bylo uskute¢néno na dvou mikrodestickovych readerech (Synergy HT a Synergy H1)
S nastavenim citlivosti fotondsobice readeru pro detekci fluorescence produktu reakce

V obou piipadech na hodnotu S = 70.
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Obr.11 Stanoveni aktivity HDAC fluorimetrickou dvoukrokovou  endpoint metodou
u komeréniho enzymu lidské HDAC2. M¢feni provedeno na mikrodestickovych readerech
Synergy HT (optické filtry, Aex = 36020 nm) a Synergy H1 (monochromatory, Aex = 360 nm).
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Bylo potvrzeno, ze pro detekci 7-amino-4-methylkumarinu (AMC), jehoZ stanoveni
odpovida aktivit¢ HDAC, je zdsadni excitace o piesné vinové délce. V ptipad€ Synergy
HT bylo mozné nastavit vlnové délky pro excitaci a emisi pouze pomoci optickych
filtrd (nastaveni Aex = 360+20 nm a Aem 460+£20 nm). Mikrodestickovy reader Synergy
H1 obsahuje monochromatory dovolujici nastaveni ptesnych vinovych délek excitace
a emise srozliSenim Inm. V tomto pfipadé byly nejprve pouzity vilnové délky
Aex = 360 nm a Aem 460 nm podle méfeni uskutecnénych na readeru Synergy HT
(obr. 11), a pak bylo zopakovano stanoveni aktivity HDAC pii Xex = 390 nm
a Aem 460 nm (obr. 12), jak je uvedeno v protokolu publikovaném v praci Wegener
et al., 2003. Detekované hodnoty fluorescence pfistrojem Synergy HI pii uvedenych
dvou rozdilnych vinovych délkach excitace dosahuji pifi stejném nastaveni citlivosti

fotonasobice velmi odlisnych intenzit (obr. 12).

Oexcitace pii 360 nm

W excitace pii 390 nm

O P, N W b 01O

aktivita HDAC (nkat)

2ul
HDAC?2

Obr. 12 Stanoveni aktivity HDAC fluorimetrickou dvoukrokovou endpoint metodou
u komercéniho enzymu HDAC?2 s odliSnou excitaci (ptfi 360 nm a 390 nm).

Na zaklad¢ tohoto zjisténi bylo proméfeno excitacni spektrum 7-amino-4-
methylkumarinu (AMC) (obr. 13). Ukazalo se, V prostiedi pouzitého reakéniho pufru
pro stanoveni aktivity HDAC je pfi nastaveni emisni vlnové délky 460 nm hodnota
excitaéniho maxima pro AMC 354 nm, coZ se shoduje s informacemi dohledanymi
v literatute (informace o produktu AMC (CAS: 26093-31-2) uvedené vyrobcem
Sigma-Aldrich). Rovnéz bylo proméfeno i emisni spektrum pro AMC (obr. 14).
V piipadé stanoveni aktivity HDAC pfi vinové délce excitace 354 nm a v prostiedi
pouzitého reakéniho pufru je hodnota emisniho maxima pro AMC rovna 440 nm. AvSak
pfi stanoveni AMC s vinovou délkou emise 460 nm detekované hodnoty fluorescence

témeét dosahuji uvedeného emisniho maxima. Pro dal§i praci bylo tedy vyuZivano
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stanoveni aktivity HDAC s detekci AMC pfii kombinaci excitacni vinové délky 354 nm

a emisni 460 nm.
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Obr. 13 Excita¢ni spektrum 7-amino-4-methylkumarinu (AMC).
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Obr. 14 Emisni spektrum 7-amino-4-methylkumarinu (AMC).

Aktivita HDAC 2 uvedena vyrobcem (Sigma-Aldrich) je 0,01667 pkat (pfeména
1 pmol substratu za 1 minutu pii 37°C). Nami stanovend aktivita tohoto enzymu
0 ¢ = 0,75 pg/ml HDAC2 odpovidala 2,122 nkat. Aktivita byla stanovena na zakladé¢

kalibra¢ni kiivky s 7-amino-4-methylkumarinem.
4.1.2 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC v rostlinnych extraktech

Po vyfeSeni problému s detekci AMC za pouziti komeréniho rekombinantniho enzymu
bylo pfejito k optimalizaci stanoveni aktivity HDAC v extraktech pfipravenych

ze suspenzi tabakovych bunék a z listd tabaku.
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Vzhledem ke zhaSeni fluorescence interferujicimi latkami ptfitomnymi v rostlinnych
extraktech, pozorovanému vramci BP, je potieba vzorky rostlinnych extrakt

pieciStovat na kolonkach gelovou chromatografii. Konkrétné byly pouzivany kolonky
NAP-5 s naplni Sephadex G-25.

V ramci této prace bylo testovano, zda je pro ekvilibraci danych kolonek dostacujici
pouze TRIS pufr (50mM Tris-HCI, pH 8,0, 10mM NaCl, 0,25mM EDTA Na",
ImM DTT), pouzivany rovnéz pro extrakci HDAC, nebo zda bude pro nésledné
stanoveni aktivity HDAC v precisténém extraktu vhodnéjsi ekvilibrace uvedenym TRIS
pufrem s ptidavkem 10 % glycerolu. Dochazi tak k vytvotfeni hydrofobnéjsiho prostiedi,
coz muze napomahat stabilizaci HDAC. Aktivita HDAC stanovend v rostlinném
extraktu po precisténi na kolonce ekvilibrované TRIS pufrem s 10% glycerolem byla
ve srovndni s extraktem po pieciSténi na kolonce ekvilibrované pouze TRIS pufrem

vys§i (obr. 15). Pro dalsi praci byl proto pouzivan ekvilibra¢ni pufr s ptidavkem

glycerolu.
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Obr. 15 Porovnani aktivity HDAC v rostlinném extraktu po piecisténi gelovou chromatografii
na kolonkach ekvilibrovanych pufrem obsahujicim 10% glycerol a pufrem bez glycerolu.

Pro stanoveni aktivity HDAC v rostlinném extraktu byly pfi gelové chromatografii
sbirany dvé eluované frakce (250 pl vzorku eluovano 2x 500 pl eluéniho pufru)
a Vv téchto dvou frakcich byla stanovena aktivita HDAC (obr. 16), jejichz hodnoty se
nasledné s¢italy. U elu¢niho kroku byla také testovana zména ve slozeni elu¢niho pufru
— konkrétné zvySena iontova sila pomoci pfidavku 4M NaCl (vzhledem k TRIS pufru
v poméru jako je tomu pii extrakci HDAC: 2 ml extrakéniho pufru a 850 ul 4M NaCl

(obr. 17). Tento optimaliza¢ni krok ale nemél vyznamny vliv na vytézek proteind
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v precisténych frakcich a k vyssi aktivit¢ HDAC. Proto byl pro eluci extraktu z kolonek

pro dalsi praci nadale pouzivan eluéni TRIS pufr pouze s ptidavkem 10% glycerolu bez

NaCl.
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Obr. 16 Porovnani aktivity HDAC v 1. a 2. eluované frakci piecisténého rostlinného extraktu.
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Obr. 17 Porovnani aktivity HDAC v rostlinném extraktu po ptecisténi gelovou chromatografii
a eluci s a bez ptidavku 4M NaCl. Uvedena aktivita HDAC v 1. eluované frakci, aktivita HDAC
ve 2. eluované frakci a soucet aktivit HDAC v obou frakcich — ve srovnani s nepiecisténym

extraktem.

Déle byla optimalizovano stanoveni aktivity HDAC mohlo navySenim mnoZstvi

extraktu nanaSenych do jamky mikrodesticky pii zachovani stejného celkového

reakéniho objemu v jamce (obr. 18). Tento krok by tak umoznil vyhnout se

zdlouhavému zpétnému zahuStovani natfedénych extrakti po jejich preciSténi na

gelovych kolonkach.
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Obr. 18 Porovnani aktivity HDAC v tabakovych bunkach po ptecisténi gelovou chromatografii
u vzorkd nanaSenych do reakéni smési v odlisném mnozstvi. Aktivita HDAC u vzorku o objemu
10 pl byla nulova.

Obdobné byla zkousena moznost sonikace vzorkll extraktd na ultrazvukové lazni
pro zvySeni vytézku extrahovanych proteind po u¢innéj$im rozbiti jader. Testovala se
vhodna délka plisobeni ultrazvuku, tak aby bylo vyextrahovéano co nejvice proteint, ale

pfitom nedoslo ke ztraté enzymové aktivity HDAC (Obr. 19).
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kontrolni extrakt tabakovych bun¢k

Obr. 19 Porovnani aktivity HDAC po vztaZzeni na obsah proteinti (%) v tabakovych buiikach po
precisténi gelovou chromatografii, pti piipravé extraktu pouzity rtzné intervaly pusobeni
ultrazvuku (0-15 min).

Porovnani stanovené aktivity HDAC vztazené na obsah proteini u vzorkl
podrobenych sonikaci béhem extrakce proteini ukazalo, Ze nejvhodnéjsi je piisobeni
ultrazvuku po dobu 1 minuty. Pfi déle trvajici sonikaci vzorku jiz dochazelo ke ztraté

enzymové¢ aktivity HDAC (obr. 19).
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U extraktl pfipravenych zlistd tabaku nebyla uvedena optimalizace metody
fluorimetrického stanoveni aktivity HDAC pro spolehlivé stanoveni aktivity enzymu

dostacujici.

Poslednim testovanym krokem pro optimalizaci fluorimetrického stanoveni aktivity
HDAC v extraktech listi tabaku byla pozménéna doba inkubace extraktu se substratem
Boc-Lys(Ac)-AMC. Naobr. 20 je uvedena enzymova aktivita HDAC v 1. eluované
frakei, ve 2. frakci nebyla aktivita HDAC méfitelnd. Ani tento krok tedy nebyl uc¢inny,
a proto byla pro stanoveni enzymové aktivity HDAC u extraktl piipravenych z listl

tabaku dale testovana metoda spektrofotometricka.
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Obr. 20 Porovnani aktivity HDAC v extraktech z listd tabaku po pfecisténi gelovou
chromatografii v 1. eluované frakci - testovani odlisné doby inkubace extraktu se substratem.
Pfi inkubaci extraktu HDAC se substratem trvajici 60 minut nebyla aktivita HDAC méfitelna.

4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity HDAC

Pro stanoveni aktivity HDAC v extraktech pfipravenych z listi rostlin tabaku byla
pouzita  spektrofotometrickd metoda s pouzitim  chromogenniho  substratu

Boc-L-Lys(Z)-pNA, jehoz produktem je p-nitroanilin (pNA) s Amax = 405 nm.

Jako prvni bylo testovano kolorimetrické stanoveni u extraktl pfipravenych z listi
tabdku bez nésledného precistovani gelovou chromatografii. Ziskany signal absorbance
byl ale nizky, proto bylo nasledn¢ zkouSeno stanoveni enzymové aktivity HDAC
po precisténi extraktu podobné jako u fluorimetrického stanoveni, pficemz v jamce byl

navysen objem nanaSeného vzorku opét nadhradou reakéniho pufru za rostlinny extrakt.
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Nameétené hodnoty absorbance byly vSak opét nizké, proto bylo v dalsim kroku
pfistoupeno ke zpétnému zahus$tovani proteinid v extraktech pomoci centrifugacnich
mikrozkumavek. Aktivita HDAC byla rovnéz stanovovana ve dvou frakcich ziskanych
po gelové chromatografii a nasledné¢ scitana (obr. 21), jako tomu bylo

u fluorimetrického stanoveni aktivity HDAC u extrakt z bunécnych suspenzi tabaku.
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Obr. 21 Porovnani aktivity HDAC v extraktech z listi tabaku bez a s precisténim gelovou
chromatografii na kolonkach a po zpétném zahusténi proteind v rostlinném extraktu.

4.2 Detekce HDAC pomoci Western blotu

Pro stanoveni hladiny HDAC metodou Western blot byla nejprve testovana specifita
primarni protilatky (Ab) ptipravené proti histondeacetylase HDT3 z Arabidopsis
thaliana pro detekci proteini extrahovanych ztabakovych bunék N. tabacum
cv. Xanthi. Jiz dfive bylo v ramci bakalaiské prace ovéfeno, ze uvedena protilatka je
schopna detekovat proteiny v extraktech z listd N. tabacum cv. Samsun. Pro analyzu
vzorkll byly pouzity extrakty tabdkovych bunék pfipravené s odliSnym pomérem
extrak¢éniho pufru na 1 g FW (1-4 ml/1g FW), jako pozitivni kontrola byl pouzit extrakt
listd Arabidopsis (obr. 22). Po imunodetekci s danou primarni Ab proti HDT3 a
sekundarni Ab znacenou alkalickou fosfatasou (AP) byly u proteinii z tabidkovych
bunck detekovany bandy, které by mohly odpovidat HDAC (obr. 22 b) (pifedpokladana
zdanliva hodnota molekulové hmotnosti pro HDT3 z A. thaliana je 40 kDa dle firmy
Agrisera), jejich identitu by bylo vSak potieba ovétit naptiklad pomoci MS analyzy.
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Obr. 22 a) Detekce celkovych proteini v extraktech bunék N. tabacum cv. Xanthi a z list
A. thaliana po separaci SDS PAGE - barveno Coomassie Blue, b) detekce HDAC v extraktech
tabakovych bunék s vyuzitim primarni Ab proti HDT3 z A. thaliana, sekundarni Ab znaéena
AP, barveno NBT/BCIP, pozitivni kontrola = proteiny extrahované z A. thaliana. 1— marker
MW, 2— extrakt Arabidopsis, 3— extrakt z tabakovych bungk, extrakce 1 ml/1 g FW, 4— extrakt
z tabakovych bunék, extrakce 2 ml/1 g FW, 5— extrakt z tabakovych bunék, extrakce 3 ml/1 g
FW, 6— extrakt z tabakovych bunék, extrakce 4 ml/1 g FW, 7— extrakt Arabidopsis, 8— marker
MW,

4.3 lzolace rostlinnych jader metodou cell sorting

Vzhledem k tomu, Ze HDAC jsou pfevazné jadernymi proteiny, tak byly dale Western
blot analyzy za ucelem stanoveni hladiny HDAC v rostlinném materialu opakovany
s extrakty vytfidénych jadernych frakei, kdy by mélo dojit k zakoncentrovani zadanych
jadernych proteinti, véetné HDAC. Nasledné pii imunodetekci by tak mohla byt

pozorovana silnéjsi odezva signalu.

Jadra z tabdkovych bunék a listd byly izolovany Ing. Beéatou Petrovskou, Ph.D.
z Ustavu experimentalni botaniky (UEB).

Byly testovany dva zpisoby extrakce a purifikace jadernych proteint, které se lisily

predevsim v pouziti enzymu Stépicich DNA (DNAsa I a benzonasa).
4.3.1 Purifikace proteini z rostlinnych jader

4.3.1.1 Purifikace proteini z rostlinnych jader s pouzitim DNAsy |

Purifikace jadernych proteint za pouZziti DNAsy I nebyla uspé$na. To naznacil vysledek
SDS PAGE analyzy, kde u extraktl pfipravenych zjader listd tabaku nebyly
detekovany zadné proteiny (obr. 23). V piipadé prvni jamky pro vzorek s jadernymi

proteiny doslo K pteteCeni vzorku pro extrakt z Arabidopsis pfi nanaSeni vzorkd na gel.
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Ani nasledné provedena analyza metodou Western Blot nepftinesla pozitivni vysledek
(obr. 23 b).
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Obr. 23 a) Detekce celkovych proteinti v extraktech z jader listti N. tabacum cv. Xanthi a listd
A. thaliana po separaci SDS PAGE - barveno Coomassie Blue. b) Nasledna imunodetekce
S vyuzitim primarni Ab proti HDT3 z A. thaliana, sekundarni Ab znacena AP, barveni
NBT/BCIP, pozitivni kontrola = proteiny extrahované z A. thaliana. 1- marker MW, 2- extrakt
Arabidopsis, 3-6 extrakt z jader listd tabaku, 7- extrakt Arabidopsis, 8- marker MW.

4.3.1.2 Purifikace proteini z rostlinnych jader s pouzitim benzonasoy

Purifikace jadernych proteint ze vzorku 70 000 jader za pouziti benzonasy byla opét
neuspésna, jak jiz naznacil prenos proteinti po SDS PAGE analyze na PVDF membranu
— po reversibilnim barveni s Ponceau S nebyly detekovany Zadné proteiny. Kvili
nedostatku vzorku nebylo provedeno barveni Coomassie Blue, ale proteiny byly z gelu

rovnou pieneseny na PVDF membranu. Imunodetekce nepfinesla pozitivni vysledek.

Experiment byl zopakovan s pouzitim vétSitho vzorku 700 000 jader. Jaderné
proteiny byly po rozdéleni SDS-PAGE opét preneseny tank blotingem na PVDF
membranu, ale imunodetekce s pouzitim sekundarni protilatky znacené AP pfinesla opét

negativni vysledek.

Experiment byl znovu opakovén se vzorkem 600 000 jader. Bylo postupovéno jako
v piedchozim piipade s vyjimkou toho, ze pro imunodetekci byla pouzita sekundarni
protildtka znacena kienovou peroxidasou (HRP). Jako kontrola byl pouzit extrakt
ptipraveny zlistd A. thaliana. Jelikoz optimalizovani imunodetekce HDAC
Vv rostlinnych extraktech bylo v ramci bakalaiské praci provadéno se sekundarni

protilatkou znacenou AP, tak byly pfi tomto pokusu testovany i extrakty ziskané z listl
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N. tabacum a bun¢k N. tabacum cv. Xanthi (obr. 24). Po reakci s luminolem byl

detekovan pouze band u vzorku s A. thaliana (obr. 25).
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Obr. 24 Detekce celkovych proteini extrahovanych z jader bunék N. tabacum cv. Xanthi, listd
A. thaliana, N. tabacum a z tabakovych bunék po separaci SDS PAGE a pifenosu na PVDF
membranu - barveno Ponceau S. 1- marker MW, 2— extrakt z jader, 3— prazdna jamka,
4— extrakt Arabidopsis, 5— extrakt z lista tabaku, 6— extrakt z tabakovych bunék.
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Obr. 25 Detekce HDAC metodou Western blot v extraktu jader tabakovych bungk, list
A. thaliana, N. tabacum a z tabakovych bunék s vyuZzitim primarni Ab proti HDT3 z A. thaliana
a sekundarni Ab zna¢ené HRP. 1- marker MW, 2— extrakt z jader, 3— extrakt Arabidopsis,
4— extrakt z list tabaku, 5— extrakt z tabakovych bunék.

Pti opakovani purifikace jadernych proteint z frakce obsahujici 1 000 000 jader bylo
pii analyze vzorku Western blotem dosaZeno jiz pozitivniho vysledku (obr. 26). Band,
ktery by mél odpovidat HDAC, nebyl detekovan jen u extraktu z Arabidopsis, ale
i u extraktu z jader, ackoli detekovany signal u vzorku jaderného extraktu dosahoval

velmi nizké intenzity.
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Obr. 26 Detekce HDAC metodou Western blot v extraktu jader tabakovych bunék, listi
A. thaliana, N. tabacum a z tabakovych buné¢k s vyuzitim primarni Ab proti HDT3 z A. thaliana
a sekundarni protilatky znac¢ené AP. 1- extrakt z jader, 2— extrakt Arabidopsis, 3— extrakt z lista
tabaku, 4— extrakt z tabakovych bunék.

U téchto tfi uvedenych frakci jadernych proteini byl po jejich rozpusténi
v extrakénim pufru stanoven obsah proteinii a rovnéz byla u extrakti fluorimetricky

stanovena aktivita HDAC (viz kapitola 4.3.2).

Jelikoz u ptedeslé Western blot analyzy doslo k detekci mozné HDAC tabdaku,
experiment byl pro potvrzeni predchoziho vysledku opakovan, opét s extraktem
pfipravenym z frakce obsahujici 1000 000 jader. Kromé extraktu jader byly
analyzovany vzorky extraktd z listd a bunck tabdku, pficemz extrakty byly za Gcelem
zakoncentrovani proteinti zpétné zahustény pomoci centrifuga¢nich mikrozkumavek.
Protoze tentokrat bylo k dispozici vétsi mnozstvi vzorki, taky byly separované proteiny
po SDS-PAGE barveny pomoci fluorescenéniho barviva SYPRO® Ruby (obr. 27). Toto
barvivo bylo zvoleno vzhledem k vyssi citlivosti, srovnatelné s citlivosti dosazené pfi
barveni proteint stfibrem. Po imunodetekci byl opét u vzorku s jadernymi proteiny
detekovan band, ktery by mohl odpovidat HDAC tabaku (obr. 28). Tento band byl
detekovan 1 u vzorku proteint z tabakovych bungk, 1 kdyz jen u extraktu, u n€¢hoz byly

proteiny zpétné zahuStovany.
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Obr. 27 Detekce celkovych proteinti extrahovanych z jader bun¢k N. tabacum cv. Xanthi, listd
A. thaliana, N. tabacum a z tabakovych bunék po separaci SDS — proteiny na PAGE gelech
barveny pomoci SYPRO® Ruby. 1- marker MW, 2— extrakt z jader, 3— extrakt Arabidopsis,
zpétné zahusStény, 4— extrakt z listi tabaku, zpétné zahustény, 5— extrakt z tabakovych bunék,
zpétné zahustény, 6— extrakt Arabidopsis, 7— extrakt z listi tabaku, 8— extrakt z tabakovych
bunék.
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Obr. 28 Detekce HDAC metodou Western blot v extraktu jader tabakovych bunék, listd
A. thaliana, N. tabacum a z tabakovych bunék s vyuzitim primarni Ab proti HDT3 z A. thaliana
a sekundarni protilatky znacené AP. 1- extrakt z jader, 2— extrakt Arabidopsis, zpétné
zahustény, 3— extrakt z listd tabaku, zpétné zahusStény, 4— extrakt z tabakovych bunék, zpétné
zahustény, 5— extrakt z jader, 6— extrakt Arabidopsis, 7— extrakt z lista tabaku, 8— extrakt
Z tabakovych bunék.

4.3.2 Stanoveni aktivity HDAC ve frakci jadernych proteini

U frakce jadernych proteinti (700 000 jader) byl po jejich rozpusténi v extrakénim
HDAC pufru stanoven obsah proteinti, ktery odpovidal 0,138 mg/ml. U ziskaného
extraktu jadernych proteini byla také stanovena aktivita HDAC: 2,815 nkat/mg
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proteinu. Ve frakci jadernych proteind ziskanych pii opakovaném pokusu vychazejicim
ze vzorku 600 000 jader byl stanoven obsah proteinti 0,166 mg/ml a enzymova aktivita
HDAC 1,699 nkat/1 mg proteinu, v ptipad¢ frakce 1 000 000 jader piipraveny extrakt
obsahoval 0,149 mg/ml s aktivitou HDAC dosahujici hodnoty 1,563 nkat/mg proteinu.

4.4 Vliv latek uvoliiujicich oxid dusnaty (NO) na aktivitu HDAC

S-nitrosylace je posttranslaéni modifikace, béhem které¢ dochazi ke kovalentnimu
navazani NO na cysteinova residua proteinti. Tato kovalentni modifikace byla u HDAC
doposud zkoumana u Zivodichd, u kterych je napiiklad zapojena v regulaci HDAC2
neuroni (Nott et al., 2008). V ramci této prace byl zjistovan pouze vliv latek
uvoliiujicich NO na komercéni lidskou HDAC2. Experiment byl proveden
vV mikroobjemovém uspotadani (enzym inkubovan v prostfedi reakéniho HDAC pufru
s latkou uvoliiujici NO o celkovém objemu reakéni smési 14 pl, viz podkapitola 3.2.2.3)
a aktivita HDAC byla poté stanovovana méfenim na desti¢ce Take 3. Testovany byly
dvé latky uvolnujici NO: nitroprusid sodny (SNP) a S-nitrosoglutathion (GSNO)
(obr. 29). Dana ¢inidla byla k HDAC2 aplikovana ve dvou raznych koncentracich
(c=0,1mM a1 mM) aenzym byl s témito latkami pfed stanovenim enzymové aktivity

inkubovan 15 nebo 30 minut.
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Obr. 29 Porovnani aktivity lidské komeréni HDAC 2 po aplikaci latek uvoliiujicich NO (GSNO,
SNP) pti dvou riznych ¢asovych inkubacich. Byl testovan vliv SNP a GSNO o vyslednych
koncentracich 0,1 mM a 1 mM.

Z testovanych latek uvoliujicich NO byl pozorovan vyraznéjsi vliv na aktivitu
HDAC v ptipadé¢ GSNO, u které¢ho jiz v 0,1mM koncentraci dochazelo ke snizeni
aktivity enzymu. U SNP doslo k ovlivnéni aktivity HDAC pfi 1mM koncentraci €inidla,
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pfi¢emz bylo pozorovano mirné navyseni enzymové aktivity oproti kontrolnimu vzorku

(Obr. 29).
4.5 Detekce S-nitrosylovanych proteinu

S-nitrosylované proteiny byly zkoumany v ptipadé¢ extrakti pfipravenych z vyttidénych
jader tabdkovych bunék. Porovndvan byl kontrolni jaderny extrakt s extrakty jader,
které byly preinkubovany s 0,25mM SNP a 0,25mM GSNO. Druhym typem vzorku
byla lidska komeréni HDAC2, opét kontrolni vzorek a vzorky HDAC2 preinkubované
s 0,25mM SNP a 0,25mM GSNO. Pro detekci S-nitrosylovanych proteini byla pouZita

tfikrokova metoda biotin switch.

Po afinitni purifikaci na neutravidinové matrici byly vzorky analyzovany Western
blotem. Pro imunodetekci S-nitrosylovanych proteinti bylo pouzita anti-biotin primarni
protilatka jiz konjugovana se sekundarni protilatkou znacenou AP (obr. 30). Tato
imunodetekce vSak u detekovanych bandi jednotlivych vzorkti neodhalila né&jaké
signifikantni rozdily. U vzorkl byla rovnéZ provedena imunodetekce HDAC s primarni

Ab proti HDT3, tato analyza vSak nevedla k pozitivnimu vysledku.
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Obr. 30 Detekce S-nitrosylovanych proteind za pouziti anti-biotin primarni Ab konjugované se
sekundarni Ab znacenou AP, barveno NBT/BCIP. 1- marker MW, 2,3- kontrola jaderny extrakt,
4- jaderny extrakt + 0,25mM GSNO, 5- jaderny extrakt + 0,25mM SNP, 6,7 — kontrola HDAC2,
8- HDAC2 + 0,25mM GSNO, 9- HDAC?2 + 0,25mM SNP, 10- MMTS.

Proteiny na PAGE gelech byly také detekovany pomoci metody vyuzivajici barvici

roztok SYPRO® Ruby, ktery je svou citlivosti detekce protein{i srovnatelny s citlivosti
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dosazené metodou detekce pomoci stiibra. V tomto piipadé¢ byly detekovany bandy

pouze u vzorkl extraktl z jader (obr. 31).
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Obr. 31 Detekce celkovych proteinii ve vzorku s komeréni HDAC2 a extrakti jadernych
proteini barvenim pomoci SYPRO® Ruby. 1- marker, 2- kontrola HDAC2, 3- HDAC2
+ 0,25mM SNP, 4- HDAC?2 + 0,25mM GSNO, 5- kontrola jaderny extrakt, 6- jaderny extrakt
+ 0,25mM SNP, 7- jaderny extrakt + 0,25mM GSNO.

4.6 Stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Za ucelem testovani vlivu kryptogeinu na aktivitu HDAC u tabdkovych bunék bylo
nejprve potfeba vybrat vhodnou metodu pro porovnani se zménami v Zivotnosti

bunééné kultury tabaku vyvolanych pravé aplikaci tohoto elicitoru.
4.6.1 Vybér metody pro stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Pro stanoveni zivotnosti tabakovych bun¢k byly testovany celkem ctyfi metody - dvé
fluorimetrické a dvé spektrofotometrické. Kromé v nasi laboratofii standardné pouzivané
metody s fluorescein diacetatem (FDA) byly zkouseny dalsi metody stanoveni
zivotnosti rostlinnych bunék, které by mohly byt dale uplatnény. Testovani prob¢hlo
za ucelem, zda by nékterd z uvedenych metod mohla byt pro stanoveni zivotnosti
tabakovych bunék kultivaru Xanthi vhodné&jsi, nez pravé metoda s FDA. U této metody
je pfi stanoveni zivotnosti danych tabakovych bunék pozorovan znaény rozptyl mezi

Mrwe

naméfenymi  hodnotami  fluorescence, ktery je nejspiSe zapfi¢inén znaénym

rrrrr

obsahem bunék, coz nasledn¢ prispiva krozdilim v naméfenych hodnotach

fluorescence.
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Byla testovéana jedna z dalSich fluorimetrickych metod: metoda s resazurinem, jejiz
vyhodou je citlivost a skuteCnost, Ze je vhodnd i pro déle trvajici experimenty.
Ze spektrofotometrickych metod byly testovany metody s MTT a neutrdlni Cerveni,
kter¢ patii mezi jedny znejbéznéjSich metod vyuzivanych ke stanoveni
zivotaschopnosti bunék. Pro testovani metod byla vzdy pouzita negativni kontrola,
které byly pripraveny piidavkem 20% Tritonu K buné¢né suspenzi, naslednou sonikaci

(5 min) a zahtatim na 90°C podobu 10 minut
4.6.1.1 Stanoveni zivotnosti metodou s fluoresceindiacetatem

Stanoveni zivotnosti metodou S fluoresceindiacetitem (FDA) bylo provedeno
s nastavenim citlivosti fotonasobice readeru pro detekci fluorescence produktu reakce
na S = 70 (obr. 32). Vzhledem k vysoké citlivosti metody a tvorbé shlukd tabakovych

bunck je pozorovan vétsi rozptyl namétenych hodnot odpovidajici fluorescence.
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Obr. 32 Porovnani zmén v Zivotnosti tabakovych bunék metodou s FDA, hodnoty naméfené
fluorescence (RFU) odpovidaji mife zivotnosti bunék.

4.6.1.2 Stanoveni zivotnosti metodou s resazurinem

Stanoveni Zivotnosti metodou s resazurinem (AB) bylo provedeno s nastavenim
citlivosti fotondsobice readeru pro detekci fluorescence produktu reakce v rozpéti
S = 70-100 (obr. 33). Do budoucna bylo vybrano méfeni s citlivosti fotonasobice
S= 70 — 80. Pii hodnoté¢ S = 100 se hodnoty blizily limitni hodnoté, kterou lze jesté

Ciselné detekovat.
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Obr. 33 Porovnani zmén v zivotnosti tabakovych bunék metodou s resazurinem, hodnoty
naméfené fluorescence (RFU) odpovidaji mife zivotnosti bunék.

Pfi stanoveni Zzivotnosti tabadkovych buné€k pomoci AB nulovy vzorek odpovidal
0% zivotnosti, byl vSak pozorovan rozptyl detekovanych hodnot RFU obdobné jako
u FDA vzhledem k povaze metody a vzorku.

4.6.1.3 Stanoveni Zivotnosti metodou s (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazoliumbromidem (MTT)

Stanoveni Zivotnosti bun¢k pomoci MTT je jednou ze spektrofotometrickych metod.
Hodnoty pro nulovy vzorek odpovidaly 0% zivotnosti sodezvou hodnot absorbance
v rozsahu 0,002 — 0,003. Hodnoty pro pozitivni kontrolu vykazovaly u jednotlivych
frakci bunécné suspenze pomérné maly rozptyl odezvy, avSak hodnoty absorbance

dosahovaly nizkych hodnot (obr. 34).
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Obr. 34 Porovnani zmén v zivotnosti tabakovych bunék metodou s MTT, hodnoty naméfené
absorbance odpovidaji mife zivotnosti buné¢k.
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4.6.1.4 Stanoveni zivotnosti metodou S neutralni ¢erveni

V ptipadé stanoveni Zivotnosti bunék pomoci neutrilni &ervend (NC), druhou ze
zvolenych spektrofotometrickych metod, hodnoty pro nulovy vzorek neodpovidaly
0% zivotnosti. Hodnoty pro pozitivni kontrolu vykazovaly pomérné maly rozptyl
odezvy a ve srovnani s hodnotami absorbance u metody s MTT byly podstatné vyssi
(obr. 35).
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Obr. 35 Porovnani zmén v Zivotnosti tabikovych bunék metodou s NC, hodnoty namétené
absorbance odpovidaji mitfe zivotnosti bun¢k.

4.6.2 Stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék — vybér podminek pro

stanoveni

Dalsi krok pro zvoleni podminek pro urceni Zivotnosti tabakovych bunék se po vybéru
vyhovujici metody pro stanoveni Zivotnosti tykala volby média (ekvilibracni nebo
kultivaéni MS médium s vitaminy), které bude pii uskuteCiovanych experimentech
stanoveni viability bun€k ve zvoleném casovém rozsahu vhodnéjsi (obr. 36).
Ekvilibra¢ni médium byva pouzivano pii pokusech, kdy se stanovuji reaktivni formy
NO, protoZe pii stanoveni v kultivaénim médiu dochézi k interferenci. Kromé toho se
jeste porovnavala viabilita tabakovych bunék po aplikaci kryptogeinu x24 za podminek

svétlo/tma (obr. 37).
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Obr. 36 Zmény zivotnosti tabakovych bun¢k metodou s resazurinem - inkubovanych
v kultiva¢nim a ekvilibra¢nim médiu béhem 24 hodin.
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Obr. 37 Stanoveni zivotnosti tabakovych bunék pomoci resazurinu - porovnani zivotnosti
bun¢k za podminek svétlo/tma béhem 24 hodin.

4.6.3 Mikroskopické stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Stanoveni Zivotnosti uvedenymi fluorimetrickymi a spektrofotometrickymi bylo
srovnano s vysledky ziskanymi s pouzitimi mikroskopické metody s pouzitim FDA
nebo resazurinu. Nevyhodou pouziti této metody u kultury tabakovych buné¢k, ze bunky
N. tabacum cv. Xanthi vytvafi fetizky a shlukuji se, takze je velmi obtizné pozorovat
jednotlivé bunky. Vysledky z fluorescen¢ni mikroskopie pro metodu s resazurinem jsou

zobrazeny na obr. 38 a pro metodu s FDA na obr. 39. V obou piipadech Ize pozorovat
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znaény rozdil mezi vzorky a negativni kontrolou, kde byly buiiky vystaveny plisobeni

20% Tritonu, 5 minutové sonikaci a zahtati na 90°C. U negativnich kontrol neni

pozorovana fluorescence, pouze piipadny Sum.

Obr. 38 Mikroskopické stanoveni Zzivotnosti bunék metodou s resazurinem, a — negativni
kontrola, zvétseni 100x, b — vzorek bunééné kultury, zvétseni 100x.

Obr. 39 Mikroskopické stanoveni Zivotnosti bunék metodou s FDA, a — negativni kontrola,
zvétSeni 100x, b — vzorek bunééné kultury, zvétseni 100x.

Vysledky ze svételné mikroskopie pro MTT metodu jsou zobrazeny na obr. 40 a pro
metodu s neutrdlni ¢erveni na obr. 41. V ptipadé snimkid pro MTT Ize pozorovat rozdil
mezi vzorky pro pozitivni a negativni kontrolu. U vzorkli s zivymi bunikami lze
pozorovat barevnou zménu — Zivotaschopné buiky byly schopné pfeménit MTT
na formazanové barvivo (obr. 40 b). V ptipadé metody s neutralni cerveni bylo
pozorovano, ze barvivo NC je zadrzovano nejen ve vakuolach Zivych bunék, ale nebylo

vymyto ani z bunék mrtvych (obr. 41 a).
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Obr. 40 Mikroskopické stanoveni Zivotnosti bunék metodou s MTT, a — negativni kontrola,
zvétSeni 100x, b — vzorek bunééné kontroly, zvétseni 100x.

Obr. 41 Mikroskopické stanoveni Zivotnosti bunék metodou s NC, a — negativni kontrola,
zvétSeni 100x, b — vzorek bunécéné kontroly, zvétseni 100x.

4.7 Stanoveni aktivity HDAC v rostlinnych extraktech

Po optimalizaci podminek fluorimetrického 1 spektrofotometrického stanoveni
enzymové aktivity HDAC v rostlinnych extraktech bylo pfistoupeno ke stanoveni
aktivity HDAC u vzorkidl vystavenych plisobeni elicitinu kryptogeinu. Vybér vhodné
metody pro porovnani zmén v Zivotnosti tabakovych bunck navic umoznil stanovenou
aktivitu HDAC u extraktt tabakovych bunék porovnat se zménami v jejich zivotnosti

po aplikaci daného elicitinu.
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4.7.1 Zmény aktivity HDAC a zivotnosti bunék tabaku vlivem
kryptogeinu

U suspenzi tabakovych bunék N. tabacum cv. Xanthi byla métfena aktivita HDAC
po aplikaci kryptogeinu v ¢asovych intervalech 0, 1 4 a 24 hodin (obr. 42). Pouzité
koncentrace kryptogeinu byly 5 a 50 nM. Mc¢feni bylo provedeno ve tfech biologickych
replikatech. Na obr. 42 a jsou porovnavany zmény v aktivit¢ HDAC v rdmci daného
vzorku béhem 24 hodin. Obr. 42 b zobrazuje zmény aktivity HDAC u bunék
vystavenych kryptogeinu v danych cCasovych intervalech vztazenych ve srovnani
s vysledky kontrolnich bun¢k. U kontrolnich bun¢k v daném Casovém intervalu nebyly
pozorovany signifikantni zmény aktivity HDAC. Po aplikaci 5nM kryptogeinu doslo jiz
po prvni hodiné ke zvySeni enzymové aktivity. Po 4 hodinach od aplikace elicitinu byla
stanovena aktivita HDAC u tohoto vzorku téméf dvojnasobna ve srovnani s kontrolou.
V ptipad¢ aplikace S0nM kryptogeinu béhem prvnich 4 hodin po jeho aplikaci nebyly
zmény v enzymove aktivit¢ HDAC pozorovany, po 24 hodinach od aplikace elicitinu

byla stanovena aktivita HDAC u tohoto vzorku vzhledem ke kontrole pfiblizné

polovicni.
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Obr. 42 Porovnani aktivity HDAC v tabakovych bunkach po aplikaci kryptogeinu x24
0 ¢ = 5nM a 50 nM, frakce bunééné suspenze odebirany v ¢asech 0, 1, 4 a 24 hodin po aplikaci
x24, a) zmény aktivity HDAC v ramci daného vzorku, b) porovnani aktivity HDAC ve vztazeni
ke kontrole.

V pfipad¢ stanoveni aktivity HDAC v tabakovych bunkach byly rovnéz sledovany
zmény v mife Zivotnosti bunék v danych ¢asovych intervalech (obr. 43). Mira zivotnosti
bun¢k byla stanovena metodou s resazurinem. U kontrolni bunééné suspenze nebyly
béhem 24 hodin pozorovany signifikantni rozdily zmén zivotnosti bun¢k. U bunééné
suspenze s aplikaci 5SnM kryptogeinu byly pozorovany zmény az po 24 hodinach
od aplikace elicitinu, kdy byl oproti vychozi stanovené mife Zivotnosti v ¢ase 0 hod
pfed pifidavkem elicitinu sledovan pokles. Po aplikaci 50nM  kryptogeinu bylo
po 4 hodinach od aplikace elicitinu dosazeno navySeni Zzivotnosti vic¢i kontrole
1 stanovené Zivotnosti v ¢ase 0 hod. Po 24 hodinidch byl podobné jako v piipadé
bunécné suspenze s SnM kryptogeinem sledovan pokles vii€i zivotnosti stanovené

V ¢ase 0 hodin.
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Obr. 43 Zmény zivotnosti tabakovych bunék po puisobeni 5 a 50nm kryptogeinu, frakce bunécné
suspenze odebirany v Casech 0, 1, 4 a 24 hodin po aplikaci x24, stanoveno pomoci AB,
a) vztazeni k nulté hodin€ v rdmci daného vzorku, b) vztazeni ke kontrole.

U kontrolnich buné¢k se aktivita HDAC, ani mira jejich zivotnosti, signifikantné
neméni. U bunéénych suspenzi po aplikaci 5SnM kryptogeinu béhem prvnich 4 hodin
po aplikaci elicitinu sice nedochézi k vyraznému ovlivnéni Zivotaschopnosti bunék, ale
je pozorovan nartst aktivity HDAC. U zmén sledované miry Zivotnosti bunék
a enzymov¢ aktivity HDAC po 24 hodinach od aplikace elicitinu Ize pozorovat podobny
trend — bunky v dané bunécné suspenzi umiraji a zivotnost dané bunééné suspenze se

tedy snizuje, a zaroven dochazi ke sniZzeni enzymové aktivity HDAC. Toto sniZeni
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aktivity HDAC se vSak pfiblizilo jen pocate¢ni hodnoté v case 0 hod pied aplikaci
elicitinu. U bunécné suspenze po aplikaci S0nM kryptogeinu béhem prvnich 4 hodin od
aplikace elicitinu sice nebyla pozorovana zména v enzymové aktivit¢ HDAC, ale byl
sledovan nartst zivotnosti bun¢k ve vztazeni ke kontrole, tudiz po korelaci téchto dvou
parametrii bylo ve vysledném zhodnoceni pozorovano sniZeni aktivity HDAC, jak
oproti vychozi enzymové aktivit¢ v case 0 hod, tak oproti kontrole ve vSech

sledovanych ¢asovych intervalech.
4.7.2 Zmény aktivity HDAC v listech tabaku vlivem kryptogeinu

Enzymova aktivita HDAC byla stanovovana spektrofotometrickou metodou u lista
N. tabacum cv. Xanthi po aplikaci kryptogeinu x24 (obr. 44). Byl testovan vliv aplikace
10nM, 50nM a 100 nM kryptogeinu v ¢asech 0, 2, 4, 6 a 24 hodin po infiltraci elicitinu
do listi. V ptipadé kontroly byla do listli injekéné vpravena stejny objem deionizované
vody. Stanoveni bylo rovnéz provedeno ve tfech biologickych replikatech. Obr. 44
zobrazuje zmény aktivity HDAC v extraktech z listt tabaku ovlivnénych x24 v danych

casovych intervalech ve vztazeni ke kontrole (ta odpovida 100% aktivite).
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Obr. 44 Porovnani aktivity HDAC v extraktech tabakovych listd po aplikaci kryptogeinu x24
0c¢=10nM a 100 nM v casech 2, 4, 6 a 24 hodin, a kryptogeinu x24 0 ¢ = 50 nM v casech 0, 2,
4,6 a 24 hod - vztaZzeni ke kontrole.
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V ptipad¢ stanovené enzymové aktivity HDAC v extraktech pfipravenych z listd
tabdku u kontrolnich rostlin ke zménam aktivity daného enzymu podobné jako
u tabadkovych bun¢k nedochazelo. U listl s aplikaci kryptogeinu o vSech testovanych
koncentracich dochazelo k postupnému snizovani aktivity HDAC, pfi¢emz k nejvétSimu
snizeni aktivity enzymu doSlo po aplikaci 50nM kryptogeinu. U aplikace 10nM
kryptogeinu bylo pozorovano pozvolnéjsi snizeni aktivity HDAC a po 24 hodinach byla
aktivita enzymu vuc¢i ostatnim vzorkiim po oSetfeni kryptogeinem o koncentraci 50
a 100 nM nejvyssi. U listi s aplikaci 100nM kryptogeinu bylo stanoveno rovnéz
mirngj$i snizeni enzymové aktivity HDAC, pficemz v ¢ase 2 hodiny od aplikace
elicitinu byla u vzorkl oSetfenych kryptogeinem naméiena aktivita nejvyssi pravé u

extraktu z lista po aplikaci 100nM kryptogeinu.
4.8 Zmény aktivity HDAC pri odstranéni a regeneraci bunécné stény

U protoplastt rostlinnych bun¢k dochazi béhem jejich regenerace k protoplastizaci, pro
kterou je typickd rozsédhla dekondenzace chromatinu. Tato strukturdlni zména
Vv poskladani chromatinu je nejspise spojena s potfebou zmény exprese gent, které byly
pottebné pro specifické funkce diferenciované builky, na expresi genli potiebnych
pro vstup do bunééného cyklu, proliferaci buné€k a jejich rediferenciaci, popt. bunénou
smrt (Ondfej et al., 2009). Jednim ze zpusobu, jak muize byt struktura chromatinu
ménéna, jsou praveé posttranslacni modifikace, v¢etné acetylace a deacetylace histona

(Allis et al., 2007).
4.8.1 Priprava protoplasti z bunék N. tabacum cv. Xanti

Protoplasty byly piipravovany z bunééné suspenze a listd N. tabacum cv. Xanthi podle
protokold publikovanych v pracich Schouppe et al., 2011 a Wu et al., 2009.

Jednotlivé kroky ptipravy protoplasti bunék N. tabacum cv. Xanthi byly pozorovany
mikroskopicky. Jak ukazuji snimky ze svételného mikroskopu, pfiprava probihala dle
predpokladu, jen bylo potieba optimalizovat finalni krok izolace protoplasti mezi

vrstvami Ficollu a vodné faze (obr. 45).
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Obr. 45 Jednotlivé kroky izolace protoplasti z tabakovych bun¢k sledované pomoci svételného
mikroskopu, zvétSeni 100x. a) bunky N. tabacum cv. Xanthi, b) buiky po plazmolyze
a natraveni celulasou a macerozymem, c¢) protoplasty po filtraci ptes uhelon, d) protoplasty
po odebrani z mezivrstvy Ficollu a vody.

Po naneseni 5 ml suspenze protoplasti na 5 ml 6% Ficollu nedoslo k vytvoreni
zahu$téni obsahujiciho zakoncentrované protoplasty, ale protoplasty se nachdzely
rozptyleny v roztoku Ficollu. Proto bylo pfi dalSi piipravé protoplastii testovano
naneseni suspenze protoplastli na 9% a 12% Ficoll. Opét ale nedoSlo k vyraznému
zahu$téni protoplastd. V dals$im postupu bylo zkousSeno zakoncentrovani suspenze
protoplasti z 5 ml na 2 ml (centrifugace pti 500 g po dobu 5 minut pii 25°C a nasledné
odebrani média bez protoplasti). Po naneseni na 12% Ficoll jiz doslo alespon
k rozdéleni fazi. Proto bylo jesté testovano vétsi zakoncentrovani suspenze protoplasti
(8 - 9 ml suspenze bylo po centrifugaci zahusténo na 1,5 — 2 ml), které bylo opét
navrstveno na 12% Ficoll. Tento krok jiz umoznil utvofeni mezivrstvy protoplasty,

kterou bylo mozné odebrat pro dalsi praci.
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4.8.2 Piiprava protoplasti z listi N. tabacum cv. Xanti

Ptiprava protoplasti z listii tabaku (8 — 9 tydennich rostlin) rychlou ,, Tape-sandwich*
metodou za nesterilnich podminek opét probihala bez zna¢nych komplikaci.
Vyizolované protoplasty nebyly purifikovany centrifugaci na gradientu, ale byly pouze
promyvany pomoci W5 roztoku, tudiz se v ziskané suspenzi protoplasti nachdzi

natravené zbytky bunécné stény (obr. 46).

Obr. 46 Protoplasty z lista N. tabacum cv. Xanthi po promyti ve W5 roztoku, zvétseni 100x.

4.9 Studium dulohy HDAC v regeneraci protoplasti

Regenerace protoplasti, piipravenych jak z tabdkovych bunék, tak z listi tabdku, byla
pozorovana v Casovych intervalech 0, 2, 4 a 24 hodin, a to po aplikaci
0,020uM Trichostatinu A (TSA) a bez jeho aplikace. Protoplasty byly sledovany
mikroskopicky — svételnou mikroskopii a fluorescenéni mikroskopii po barveni

s Calcofluor White (CW) a byla u nich stanovovéna aktivita HDAC.
4.9.1 Sledovani regenerace bunéc¢né stény pomoci Calcofluor White

Regenerace bunécné stény u piipravenych protoplastl, jak z tabakovych bunék, tak
mezofylovych  protoplasti  zlisti tabaku, byla sledovana  mikroskopicky.
Pro fluorescenéni mikroskopii regenerujicich protoplasti bylo k suspenzim protoplastii
pridavano fluorescenéni barvivo Calcofluor White (CW). CW detekuje celulosu

bunééné stény (obr. 47). Lze tak sledovat jeji obnovu u regenerujicich se protoplasta.
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Obr. 47 Bunky N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White (CW) detekujici celulosu
bunécné stény, zveétseni 100x.

4.9.1.1 Sledovani regenerace bunécné stény pomoci CW u protoplastii

Z tabakovych bunék

Snimky pofizené z mikroskopie dokumentujici regeneraci bunééné stény u pripravenych
protoplastii po barveni s Calcofluor White ukazuji, ze jeji postupna obnova je jiz
pozorovatelnd od 2 hodin od piipravy protoplastii (obr. 50). Po 24 hodindch je mozné
pozorovat protoplasty s téméf obnovenou bunéénou sténou (obr. 54). Obr. 48, 50, 52

a 54 ukazuji pribéh regenerace u kontrolniho vzorku protoplastt.

V ptipadé protoplasti po aplikaci trichostatinu A (TSA) dochazi k obnoveé bunééné
stény pripravenych protoplastli pomaleji. Regenerovana bunécna sténa je pozorovatelna
spiSe az od 4 hodiny po piipravé protoplastli na rozdil od kontroly (obr. 53). Pribéh
regenerace protoplastll pfipravenych z bunécné suspenze tabaku ovlivnénych TSA je

zaznamenan na obr. 49, 51, 53 a 55.
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Obr. 48 protoplasty z bunééné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— kontrola — 0 hodin, zvétSeni 200x.
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Obr. 49 protoplasty z bunécné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— protoplasty + 0,020uM TSA — 0 hodin, zvétseni 200x.
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Obr. 50 protoplasty z bunécné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— kontrola — 2 hodiny, zvétSeni 200x.
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Obr. 51 protoplasty z bunécné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— protoplasty + 0,020uM TSA, 2 hodiny, zvétseni 200x.
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Obr. 52 protoplasty z bunééné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— kontrola — 4 hodiny, zvétSeni 200x
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Obr. 53 protoplasty z bunééné suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— protoplasty + 0,020uM TSA, 4 hodiny, zvétseni 200x.
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Obr. 54 protoplasty z buné¢né suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— kontrola — 24 hodin, zvétSeni 200x.
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Obr. 55 protoplasty z buné¢né suspenze N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White
— protoplasty + 0,020uM TSA, 24 hodin, zvétSeni 200x.

4.9.1.2 Sledovani regenerace bunééné stény pomoci CW u protoplasta

Z listu tabaku

Podobné jako v pfipadé protoplastii pripravenych z bunéénych suspenzi tabaku, tak
u mezofylovych protoplastti izolovanych z listl tabdku byla mikroskopicky pozorovéana

obnova bunécné stény regenerujicich se protoplasti v ¢asovych intervalech 0, 2, 4

a 24 hodin.

K pozorovatelné regeneraci bunééné stény u kontrolnich protoplasti dochdzelo
podobné jako u protoplastii ptipravenych z bunééné suspenze tabdku ji po 2. hodiné
od jejich ptipravy (obr. 58). V ptipadé protoplastii ovlivnénych TSA tomu bylo rovnéz
po 4. hodin¢ jako v pfipad€ u protoplasti z bunéénych suspenzi (obr. 61). Obrazky 56,
58, 60 a 62 ukazuji pribéh obnovy bunécné stény u kontrolni suspenze protoplastu,
zatimco obrazky 57, 59, 61 a 63 dokumentuji regenerujici se protoplasty ovlivnéné

TSA.
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Obr. 56 protoplasty z listd N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
- kontrola, 0 hodin, zvét§eni 200x.

- g

Obr. 57 protoplasty z listd N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
+0,020uM TSA, 0 hodin, zvétseni 200x.

- g

Obr. 58 protoplasty z lista N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
- kontrola, 2 hodiny, zvétSeni 200x.
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Obr. 59 protoplasty z listd N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
+0,020uM TSA, 2 hodiny, zvétSeni 200x.

200 pm

Obr. 60 protoplasty z listi N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
- kontrola, 4 hodiny, zvétSeni 200x.

»

200 pm

Obr. 61 protoplasty z listd N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
+0,020uM TSA, 4 hodiny, zvétSeni 200x.



- -

Obr. 62 protoplasty z listd N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
- kontrola, 24 hodin, zvétseni 200x.

- s

Obr. 63 protoplasty z lista N. tabacum cv. Xanthi po barveni s Calcofluor White — protoplasty
+0,020uM TSA, 24 hodin, zvétseni 200x.

4.9.2 Sledovani aktivity HDAC béhem regenerace protoplasti

U regenerujicich se protoplasti byly kromé pozorovani obnovy bunécné stény
po aplikaci a bez aplikace TSA pozorovany zmény v enzymové aktivit¢ HDAC.
Aktivita HDAC byla stanovena fluorimetricky dvoukrokovou endpoint metodou.
Stanoveni bylo uskuteénéno u vzorkl odebiranych v ¢asovych intervalech 0 (vzorek
zpracovan ihned po ptidavku TSA), 2, 4 a 24 hodin stejné jako tomu bylo u vzorkt pro

mikroskopického pozorovani obnovy bunééné stény.
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4.9.2.1 Sledovani aktivity HDAC béhem regenerace protoplasta
Z tabakovych bunék

Enzymova aktivita HDAC stanovend u protoplastii pfipravenych z bunééné suspenze
tabadku se v pribéhu regenerace protoplasti pozorovatelné¢ meénila, jak v piipade
extrakti z kontrolnich suspenzi, tak v pfipad¢ extraktl pfipravenych ze suspenze

protoplasti ovlivnéné piidavkem TSA.

V piipadé kontrolnich protoplasti byla stanovena aktivita HDAC ve 2. hodiné
od jejich pripravy vuci aktivité¢ tohoto enzymu v Case 0 zvysSend. Od 4. hodiny
od pfipravy protoplasti dochazelo k postupnému snizovani, pficemz aktivita enzymu
stanovena po 24 hodinach od izolace protoplastd byla ve srovnani s nultou hodinou
nizsi (obr. 64). U suspenzi protoplastii osetienych TSA byla stanovena aktivita HDAC
v ¢ase 0 hod oproti aktivité enzymu kontrolni suspenze navySena. Od 2. hodiny
od pfipravy protoplastii bylo pozorovano postupné snizovani aktivity HDAC, pfiemz
stanovena enzymova aktivita HDAC po 24 hodinach od ptipravy protoplasti byla
ve srovnani s aktivitou u nulté hodiny u extraktu z kontrolnich protoplasti nizsi, jako
tomu bylo v piipadé kontroly (obr. 64). Navic porovnani enzymové aktivity HDAC
u kontrolni a oSetfené suspenze protoplastii v Casech 2, 4 a 24 hodin od jejich ptipravy
ukazuje, ze aktivita HDAC je u extraktii pfipravenych z protoplastii po aplikaci TSA
oproti kontrole snizena. Coz je v souladu se skute¢nosti, Ze trichostatin A je inhibitorem

HDAC.
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Obr. 64 Zmény aktivity HDAC bé&hem regenerace protoplasti tabakovych bunék v ¢asové
intervalu 0-24 hod — porovnani kontrolnich protoplasti a protoplastd oSetfenych TSA
o vysledné koncentraci 0,020 pM.
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4.9.2.2 Sledovani aktivity HDAC béhem regenerace protoplastu z listi

Enzymova aktivita HDAC se v pribéhu regenerace mezofylovych protoplastl
ptipravenych z listli tabaku opét ménila (obr. 65), pficemz byl pozorovan podobny trend
zmén aktivity HDAC jako v pfipad¢ stanoveni aktivity enzymu u protoplasti

piipravenych z bunééné suspenze tabaku.

U kontroly byl opét po 2. hodiné pozorovan nartst aktivity HDAC, po 4. hodiné jiz
bylo pozorovano postupné snizovani aktivity enzymu. Po 24 hodindch enzymova

aktivita HDAC dosahla hodnoty, kterd byla stanovena v ¢ase 0.

U protoplastii ovlivnénych TSA byl v nulté hodin€ opét sledovan nartst aktivity
HDAC oproti kontrole, a pot¢ dochazelo k postupnému snizovéani aktivity HDAC.
Porovnani aktivity HDAC u kontrolnich a oSetfenych protoplasti v ¢asech 2, 4 a 24 od

jejich izolace opét ukazuje nizsi aktivitu HDAC v ptipadé protoplasti s TSA.
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Obr. 65 Zmény aktivity HDAC bé&hem regenerace protoplasti tabakovych bunék v ¢asové
intervalu 0-24 hod — porovnani kontrolnich protoplasti a protoplastd oSetfenych TSA
o vysledné koncentraci 0,020 uM.
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5 Diskuze

5.1 Optimalizace stanoveni aktivity HDAC

Aby mohly byt sledovany zmény v aktivité a hladiné HDAC a potazmo jejich funkce
u zvolenych biologickych pokusu, bylo potieba zabyvat se nejprve problematikou
stanoveni a detekce HDAC v pouzivaném biologickém materidlu. Dosavadni studium
HDAC béhem biologickych procestit bylo zaméfeno hlavné na sledovani hladin jejich
exprese za urCitych fyziologickych ¢i stresovych podminek. Zmény aktivity HDAC
byly doposud zkoumany ptfedevsim u zivocisSnych enzymt, u kterych byl testovan vliv
inhibitord HDAC jako potencialnich protinadorovych farmakologickych ptipravka
(Gallinari et al., 2007). U rostlinnych HDAC byla zatim sledovany spiSe zmény
Vv hladinach exprese HDAC béhem uréitého vyvojového stadia rostliny (napi. Wu et al.,
2003) ¢i v reakei na stresové podminky (Sridha a Wu, 2006; Bourque et al., 2011). Dale
byly funkce rostlinnych HDAC zkoumany pomoci molekularné biologickych piistupt
a pozorovanim zmén ve fenotypu rostlin, napt. vzhled listd tabadku po aplikaci

kryptogeinu a inhibitort HDAC (Bourque et al., 2011).

Stanoveni enzymové aktivity HDAC v rostlinném materidlu bylo tedy potieba
zoptimalizovat vzhledem k zastoupeni abundantnich proteint v pletivech rostlin, které
sledovani a stanoveni aktivity HDAC zna¢n¢ komplikuji. Navic u zivo¢isnych HDAC
pii sledovani vlivu inhibitord HDAC jsou casto pouzivany komercni kity
optimalizované pro konkrétni typy ZivociSnych tkani, zahrnujici metody

od kolorimetrickych, ptes fluorescenéni az po bioluminiscencni.

U rostlin bylo konkrétn€ pomérné nedavno popsano pouziti kolorimetrické metody

stanoveni aktivity HDAC (http://www.bio-protocol.org/e1778, 16. 4. 2016, Melmaiee

et al., 2015). Byly napiiklad optimalizovany podminky stanoveni s vyuzitim
komeréniho kitu, ktery byl ptivodné vyvinut pro stanoveni aktivity HDAC v jadernych
proteinech purifikovanych ze zivoc¢isnych bunék (Melmaiee et al., 2015). Podobné¢ jako
u zivocisnych HDAC byl rovnéz sledovéan vliv inhibitort HDAC na jejich aktivitu,
pficemz bylo opét potieba modifikovat stanoveni aktivity enzymu pro testovani
inhibitori HDAC rostlinného plvodu vzhledem k primdrnim a sekundarnim

metabolitim, pravdépodobné interferujicim pii daném stanoveni (Krasteva et al., 2011).
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5.1.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC

Pro fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC byl v této praci pouzivan komeréni
substrat, produktem jehoZz premény v reakci katalyzované HDAC je 7-amino-4-
methylkumarin (AMC). Pro fluorogenni substraty zalozené na AMC bylo jiz diive
popsano, ze se jedna o citlivé substraty vhodné ke stanoveni aktivity nékterych proteas,
véetné trypsinu (Zimmerman et al., 1977). Pfi stanoveni enzymové aktivity HDAC
v extraktech pfipravenych z rostlinného materialu bylo extrakty nutné piecistovat, jinak
dochazelo ke znacnému zhaSeni fluorescence interferujicimi latkami piitomnymi
Vv rostlinnych extraktech a aktivita HDAC nebyla téméf méfitelna (obr. 17). Piecisténi
extraktll gelovou chromatografii bylo dostacujici u extrakti ptipravenych z bunéénych
suspenzi tabaku, ale ne v ptfipad¢ extraktl z listl. Divodem je nejspiSe pomérné vyssi
obsah interferujicich latek v zelenych listech rostlin, které se nepodafilo dostatecné
danou metodou odseparovat. Moznym feSenim by byla separace az kone¢ného produktu
reakce metodou HPLC s fluorimetrickou detekci, coz by ovSem vedlo k vyraznému
navySeni Casové i financni ndro¢nosti analyzy. DalS§i moznosti je vhodné nafedéni
vzorku, ale tento krok v ptipadé minoritnich enzymt jako HDAC s relativné nizkou

aktivitou neni pouzitelny.

Aktivita HDAC byla stanovovana ve 2 eluovanych frakcich predisténého extraktu
(obr. 17), ptiemz vétsi podil aktivity HDAC byl naméfen v prvni frakci. Ve druhé
frakci eluatu byl naméteny piispevek aktivity HDAC mensi. V této frakci jiz mize byt
ze jiz dochazi k eluci interferujicich nizkomolekularnich latek, od kterych byl extrakt
puvodné precistovan. To je také diivodem, pro¢ byly frakce sbirany postupné ve dvou
alikvotech. Ty nebyly pfed méfenim aktivity HDAC spojeny, coz by dané stanoveni
mohlo opét negativné ovlivnit, ale namisto toho byla stanovend enzymové aktivita

HDAC v obou frakcich s¢itana.
5.1.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity HDAC

Jelikoz nejvétSim problémem znemozitujicim fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC
bylo pravé zhaSeni fluorescence, které se nepovedlo dostatecné omezit, tak se u extraktl

z listl tabdku pfreslo ke stanoveni spektrofotometrickému. Nevyhodou je sice pomérné
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nizsi citlivost oproti stanoveni fluorimetrickému, ale metoda umoznila aktivitu HDAC

stanovit.

Vzhledem ke zminéné nizsi citlivosti detekce produktu u spektrofotometrickych
metod a vzorku, ktery byl preciStovan a tudiz u n¢j doslo ke sniZzeni celkového obsahu
proteinti (vzorek 2x nafedén), bylo nutné extrakty zpétné zahustovat (obr. 21). Pouhé
navySeni mnozstvi extraktu nanaSenych do jamky mikrodesti¢ky pfi zachovani stejného
celkového reakéniho objemu v jamce, jako tomu bylo v pfipadé fluorimetrického
stanoveni aktivity HDAC u extraktd z bunééné suspenze (obr. 18), k dosaZeni potiebné

citlivosti nestacilo.

5.2 Purifikace jadernych proteini a detekce HDAC pomoci Western
blotu

HDAC jsou vzhledem ke svym primarnim substratim histonim lokalizovany ptevazné
Vv jadie (Ma et al., 2013). Proto byla za G¢elem zakoncentrovani vzorku o tyto cilové
proteiny s vyuzitim tfidiciho pratokového cytometru tfidéna jadra, ze kterych byly
nasledn¢ extrahovany jaderné proteiny. Pro purifikaci proteini zjader vytfidénych
Z bunécné kultury tabdku se vice osvédcil postup s pouzitim benzonasy. Benzonasa
(EC 3.1.30.2) je endonukleasa produkovana Serratia marcescens, ktera degraduje
vSechny formy DNA a RNA (Liao et al., 2007). Pro tuto endonukleasu bylo prokazano,
ze je ucinnou pi1 St€peni DNA pravé za Ucelem pfistupnosti k chromatinu, jehoz
zakladni jednotkou jsou kromé DNA oktamery histond. Jeji pouziti je také vhodné
naptiklad u vzorki s vys$si hladinou detergentii nebo DTT (Grentved et al., 2012). Pro
barveni celkovych proteinti na PAGE gelech se pro vzorky extraktli jadernych proteint
osvédcilo barveni pomoci komeréniho roztoku SYPRO® Ruby (Sigma-Aldrich)
(obr. 27), jehoz citlivost je srovnatelna s barvenim proteinti pomoci stiibra. Pti barveni
pomoci Coomassie Brilliant Blue (obr. 23 a) nebyly proteiny u extraktl z jader

detekovany.

Pro detekci HDAC a jejich hladin v rostlinném materialu pti Western blot analyze
byla pouzivana primarni protilatka proti histondeacetylase HDT3 z Arabidopsis thalina.
Primarni protilatky proti HDAC tabaku nejsou zatim dostupné, ale vzhledem k vysoké
konzervovanosti HDAC (Pandey et al., 2002) se piedpoklada schopnost dané primarni

protilatky HDAC tabdku detekovat. V ramci bakalarské prace byla jiz testovana reakce
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primarni Ab s proteiny extraktu z listd N. tabacum cv. Samsun, pficemz se ukazalo, ze
protilatka pro detekci HDAC v extraktech z tabaku vykazuje nizkou specifitu. V ramci
diplomové¢ prace se testovala schopnost reakce primarni Ab proti HDT3 vi¢i proteinim
extraktu z bunécéné kultury tabaku s obdobnym vysledkem. Vzhledem k tomu, ze
histondeacetylasy tabaku, NtHD2a a NtHD2b, byly identifikovany jako dvé redundantni
isoformy HDAC nachazejici se v jadfe (Bourque et al., 2011), tak byly tyto
experimenty opakovany sjadernymi frakcemi. V piipadé extraktu piipraven¢ho
z 1000 000 jader tabaku byly detekovany bandy o slabé intenzité, které by mohly
odpovidat HDAC tabdku (obr. 28), avSak jejich identitu by bylo potfeba ovéfit
napiiklad pomoci MS analyzy.

Dalsim zptsobem, jak by bylo mozné sledovat pisobeni HDAC u rostlinného
materialu pomoci Western blotu, ackoli nepiimo, by mohla byt detekce acetylovanych
jadernych proteinil. Takto byla napiiklad sledovana funkce HDAC tabdku po aplikaci
Kryptogeinu za pouziti primarni protilatky proti acetylovanym lysinim (Bourque et al.,

2011).

5.3 Vliv latek uvoliiujicich oxid dusnaty na aktivitu HDAC a detekce

S-nitrosylovanych proteini

Vliv donori NO na funkci HDAC byl doposud zkoumén opét pouze v piipadé
zivocisSnych HDAC. Nott et al. v praci z roku 2008 popsali inhibi¢ni vliv S-nitrosylace
na aktivitu HDAC2 a na zmény hladin acetylace histond u neuronti. Pfisli se zavérem,
ze NO je klicovym regulatorem lidské HDAC2. Ovlivnéni HDAC2 S-nitrosylaci byla

rovnéz popsano u svalovych bunék (Colussi et al., 2008).

Pii testovani SNP a GSNO, jako latek uvolitujicich NO, byly u stanovené aktivity
komeréni lidské HDAC2 pozorovany odlisné zmény (obr. 29). SNP ovlivnilo
enzymovou aktivitu HDAC aZ pfi vyssi koncentraci (1 mM). Po inkubaci trvajici
30 minut doslo k mirnému naristu deacetylasové aktivity o 10 %. V ptipadé¢ GSNO
doslo jiz po 15 minutové inkubaci s enzymem ke snizeni aktivity HDAC a dostacujici
koncentrace GSNO byla 0,1 mM, pii které byla enzymova aktivita snizena o 28%.
Aktivita HDAC po 30 minutové inkubaci s ImM GSNO byla sniZena az o 58%. Zmény
ve stanovené aktivit¢ HDAC po aplikaci GSNO jsou v souladu s publikovanymi
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studiemi (Feng et al., 2011; Tatemichi et al., 2011). Pro SNP bylo popsano, ze
k ovlivnéni aktivity HDAC2 nedochazi (Feng et al., 2011).

Pii detekci S-nitrosylovanych proteinti metodou biotin switch byla porovnavéana
lidskd komeréni HDAC2 s extraktem pfipravenym zjader tabakovych bunék
(po inkubaci se SNP i GSNO). Po imunodetekci nitrosylovanych proteini vSak nebyly
detekovany zadné prokazatelné proteiny (obr. 30), coz sice neodpovidd vysledkiim
z dosavadnich publikaci. Navic v piipadé GSNO nemusi probihat jen trans-nitrosylace,
ale také mize dochazet k S-glutathionylaci. Ta pfedstavuje dalsi typ posttranslacni
modifikace, ktera u rostlin neni doposud rovnéz dostatené¢ prozkoumana.
Pro prikaznéjsi zhodnoceni ziskanych vysledki by bylo potfeba experimenty zopakovat
napt. s donory NO o vétsi koncentraci, popt. s delsi inkubaci, a poté provést
denzitometrické vyhodnoceni. Pouziti metody biotin switch pro analyzy
S-nitrosylovanych jadernych proteinli, vcetné¢ rostlinnych HDAC, bylo popséno
ve studii Chaki et al., 2015, ktefi v extraktu jadernych proteint inkubovanych s GSNO
identifikovali S-nitrosylované histondeacetylasy HDT2 a HDT3 Arabidopsis. Dale
zkoumali S-nitrosylaci rekombinantné ptipravenych HD-tuind. Jako donory NO pouzili
GSNO a SNAP (S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin), pficemz k vyrazné;si
S-nitrosylaci doslo pii aplikaci SNAP. Je tedy mozné, Zze SNP a GSNO nejsou pro
S-nitrosylaci rostlinnych HDAC nejvhodnéjsimi donory NO.

5.4 Vybér metody pro stanoveni Zivotnosti tabakovych bunék

Pro porovnavani zmén v Zivotnosti bunécnych kultur tabaku po aplikaci elicitinu
kryptogeinu byla vybrana metoda s resazurinem v mikrodestickovém uspofadani.
VSechny ztestovanych metod slouzily pro detekci zivych bunék. Mikroskopické
pozorovani poctu Zzivych bunék jakoukoli ztestovanych metod nebylo zvoleno.
Duvodem je velmi obtizné pozorovani jednotlivych bunék N. tabacum cv. Xanti,
vzhledem ktomu Ze dochazi k jejich shlukovani (obr. 38-41). Kdyby bylo mozné
pozorovat jednotlivé buiiky, z uvedenych metod by byly vhodné metody s MTT, FDA
a AB. V pfipadé neutralni Cervené bylo barvivo zadrzovano i mrtvymi buinikami
(obr. 41), coz je v nesouladu s predpokladem, ze NC by méla byt zadrzovana pouze v

lysozomech zivych bun¢k (Repetto et al., 2008).

V piipadé srovnavani zmén v zivotnosti tabdkovych bunék spektrofotometrickym

nebo fluorimetrickym stanovenim na mikrodesticce byly vice vyhovujici metody
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fluorimetrické. U kolorimetrického stanoveni pomoci NC bylo barvivo opét zadrzovano
i mrtvymi bunkami (obr. 35). Falesna pozitivita u nulového vzorku mohla byt
zpusobena prinikem NC pies porufené membrany mrtvych bundk a naslednym
nedostatecnym promyvacim krokem. Opakované promyvani by vSak mohlo mit
negativni vliv na zivé bunky. U druhé z kolorimetrickych metod, metody s MTT,
dosahovaly namétfené hodnoty absorbance, odpovidajici mife zivotnosti bun€k, nizkych
hodnot (obr. 34) a pro pozorovani malych rozdilti v zivotnosti bun¢k by tedy nebyla
nejvhodnéjsi. Jedna se vSak o jednu z nejpouzivanéjSich metod stanoveni Zivotnosti,
vyuzivané i pro stanoveni miry zivotnosti u tabakovych bun¢k (Konigshofer et al.,
2008). Z fluorimetrickych metod, které byly vzhledem k citlivosti detekce produktu
vhodnéjsi, byla vybrana metoda s resazurinem (obr. 33). Nefluoreskujici modry
resazurin (AB) je pfeménovan reduktasami zivych bun€k na rizovy resorufin, ktery
fluoreskuje. Jeho vyhodou je, Ze negativné neovliviiuje dychaci fetézec zivych bunék,
jako napi. MTT, protoze je akceptorem elektrond az z cytochromu c, tedy pted finalni
redukei kysliku (Perrot et al., 2003). Metoda byla optimalizovana i pro porovnavani
ve zménach Zivotnosti u bunék rostlinnych (Byth et al., 2001). U obou
z testovanych fluorimetrickych metod stanoveni miry zivotnosti byl pozorovéan rozptyl
ziskanych hodnot fluorescence, ktery by mohl byt vzhledem k citlivosti metod
dasledkem jiz zminéného shlukovani bunék. Pfi opakovani méfeni vSak resazurin

poskytoval reprodukovatelng;si vysledky.

DalSim volenym parametrem pii stanoveni Zivotnosti tabdkovych bunék
pro porovnavani kontrolni a ovlivnéné bunééné suspenze byla volba média (obr. 36).
Konkrétné se porovnavaly zmény zivotnosti bun¢k béhem 24 hodin u bunééné kultury
Vv kultivaénim (MS) a ekvilibraénim médiu. Ekvilibraéni médium je pouzivano
pii experimentech, béhem kterych se soucasné stanovuji reaktivni formy dusiku,
protoze pii jejich stanoveni v kultivaénim médiu dochazi k interferenci. Vzhledem
k délce provadénych experimenti nebylo vhodné, dochazelo totiz k postupnému
umirani bunék (obr. 36), kterym chybély nékteré ze slozek obsazenych v kultivacnim

médiu. Pro dal$i experimenty bylo tedy zvoleno kultiva¢ni médium.

Pti testovani vlivu kryptogeinu na Zivotnost bun¢k byla také porovnavéana aplikace
kryptogeinu k bunééné suspenzi za podminek svétlo a tma (obr. 37). Nedavno bylo totiz
u tabaku popsano, ze kryptogeinem vyvoland hypersenzitivni reakce je zavisla na svétle

(Hoeberichts et al., 2013). Uz diive bylo demonstrovano, ze infiltrace kryptogeinu
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znaén€ indukuje drahu O9-lipoxygenasy (LOX). Po aplikaci kryptogeinu dochazi
ke spoleénému nariastu aktivity 9-LOX a zvySené expresi lipidové acylhydrolasy
patatinu s naslednou produkci hydroperoxidi mastnych kyselin, které podnécuji HR
(Cacas et al., 2005). Hoeberichts et al. ukazali, ze symptomy HR se za svételnych
podminek objevuji pozdé€ji, coz je nejspisSe diisledkem toho, Ze za svétla se peroxidace
lipid uskuteciiuje pfimym pasobenim ROS namisto enzymovou aktivitou 9-LOX za
tmy (Cacas et al., 2005; Montillet et al., 2005). P#i sledovani zmén v Zivotnosti
tabakovych bunék po aplikaci kryptogeinu za podminek svétlo/tma (obr. 37) vSak
nebyly pozorovany vyrazné rozdily, a proto byly experimenty s kryptogeinem nadale

uskutecnovany za svétla.
5.5 Vliv kryptogeinu x24 na aktivitu HDAC

Experimenty byly uskute¢iiovany s kryptogeinem x24, coz je rekombinantni protein
pfipraveny expresi genu pro kryptogein v kvasince Pichia pastoris. Od nativni formy
kryptogeinu sekretovaného z Phytophtora cryptogea se lisi pfitomnosti sekvence EAEA
na N-konci proteinu, kterd se pii sekreci x24 neodstépuje a lehce snizuje jeho

biologickou aktivitu. Zajist'uje vSak transport proteinu do extracelularniho prostoru.

Kryptogein je jiz pomérn¢ dobie prozkoumanym elicitinem. Testoval se jeho vliv
jak na Zivotnost buné¢k, tak na zmény vlastnosti nékterych enzymi. Vliv kryptogeinu
u tabakovych bunék cv. Xanthi byl zkouman napf. ve studiich Garcia-Brugger et al.,
2006 ¢i Mazars et al., 2010. Kryptogein u Nicotiana tabacum spousti obranné reakce
skrze signaliza¢ni kaskadu, ktera mimo jiné zahrnuje produkci ROS prostiednictvim
NADPHoxidasy NtRBOHD (Kulik et al., 2015). Pii elicitaci dochazi rovnéz
k elicitorem indukované produkci NO, kterd nastdva simultdnné s produkei peroxidu
vodiku a superoxidového radikalu, které jsou vyulsténim aktivity jiZ zminéné
NADPHoxidasy NtRBOHD lokalizované v plasmatické membrané (Lherminier et al.,
2009). Navic produkce NO indukovana kryptogeinem je u tabaku nejspiSe regulovana
nejen pies ROS-dependentni drahu zapojujici NtRBOHD, ale c¢aste¢né je i pod
kontrolou piisobeni histondeacetylas typu HD-tuinli, které jsou ovliviiovany jejich
fosforylaénim stavem (Bourque et al., 2011). Objevuji se tedy zminky, Ze posttransla¢ni
modifikace jadernych proteinii pravdépodobné zaujimaji dilezitou roli v kontrole
bunécné smrti. Bourque et al. konkrétné zvyraznili roli acetylace a fosforylace

jadernych proteini ve vyvoji obrany rostlin (Bourque et al., 2011). Zaméfili se
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na kontrolu exprese genti spojenych s bunécnou smrti po oSetfeni kryptogeinem,
predevsim se zabyvali posttranslacnimi modifikacemi acetylaci a fosforylaci. Zjistili, Ze
kryptogein indukuje aktivaci dvou jadernych proteinkinas, SIPK a MAPK. Mezi jejich
substraty patfi i NtHD2a a NtHD2b, redundantni isoformy HD-tuind tabaku. Dahan
et al. nasledné vytvofili dva modely, jak by ke kontrole bunééné smrti za danych

podminek mohlo dochazet (Dahan et al., 2011).

Jako jednu z variant navrhli dréhu vedouci pfes neznamy mechanismus k aktivité
SIPK v jadre, detekovatelné jiz béhem nékolika minut po oSetieni kryptogeinem. Sice
nebyli schopni pfedpovédeét, jestli v tomto navrzeném modelu je SIPK aktivovana
v jadie fosforylaci jadernou MAPK kinasou, nebo jestli jsou jiz aktivované SIPK
translokovany do jadra zcytoplasmy. SIPK poté fosforyluji transkripéni faktory
zodpovédné za expresi sady genll spoustéjicich bunéénou smrt (tzv. ,.,cell death genes®).
Simultanné dochazi k fosforylaci NtHD2a/b nezndmou proteinkinasou. Jak je tato
proteinkinasa aktivovdna, neni doposud zndmo. Fosforylované NtHD2a/b jsou poté
translokovany z jadra do cytosolu a nasledné degradovany v proteasomu a acetylované
formy jadernych proteinti, ptivodné deacetylovanych pasobenim NtHD2a/b pted
oSetfenim kryptogeinem, se akumuluji v jadie. Mezi tyto proteiny patii také transkripéni
regulatory zapojené v expresi dalSich genii spoustéjicich buné¢nou smrt. Jako druhou
variantu navrhli, Ze v odpovédi na kryptogein draha zavisla na NtHD2a/b snizuje
expresi sady genu, jejichz produkty brani expresi gent spoustéjicich bunécnou smrt

(Dahan et al., 2011).

Vliv patogena na aktivitu HDAC byl také zkouman kolektivem Melmaiee et al.,
2015, kteti sledovali zmény v aktivit¢ HDAC fazole po oSetfeni fungélnim patogenem.
Po 12 hodinach od oSetfeni pozorovali sniZzeni celkové aktivity HDAC, coz naznacilo,
7ze by mohla byt vyzadovana niz$i deacetylacni aktivita za ucelem ptrechodu DNA

o 24

genu spojenych se stresem (Melmaiee et al., 2015).

Po aplikaci kryptogeinu Kk bunécné suspenzi tabaku bylo v piipad¢ aplikace
5nM kryptogeinu pozorovan nartst aktivity HDAC béhem prvnich 4 hodin od aplikace
elicitinu, po 24 hodinach byla vSak enzymova aktivita HDAC snizena (obr. 42).
Po oSetfeni bunécné suspenze 50nM kryptogeinem bylo po vztaZeni aktivity HDAC

na zivotnost bunék pozorovano jeji sniZzeni. Vysledky ziskané pro prvni 4 hodiny
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po aplikaci 5nM elicitinu a po korelaci na zmény v zivotnosti bunék vSak neodpovidaji
predpokladiim, které byl uvedeny ve studiich Dahan et al., 2011 a Melmaiee et al.,
2015. Dahan et al. ptedlozili svoji hypotézu na zaklad¢ prace publikované Bourque
et al., 2011, ktefi pro experimenty pouzivali kryptogein o vysledné koncentraci 100 nM.
Melmaiee et al., 2015 studovali konkrétné ovlivnéni HDAC u rostlin fazole
po inokulaci s patogenem Uromyces appendiculatus. Podle téchto tvrzeni by mélo
dochazet ke snizeni aktivity HDAC, které vSak bylo v naSem piipad¢ pozorovéano az
po 24 hodinach od aplikace elicitoru. Piesny mechanismus odehravajicich se udalosti

ale nebyl doposud prozkouman.

V ptipad¢ listd po infiltraci kryptogeinem o vSech jeho testovanych koncentracich
dochazelo k postupnému snizovani aktivity HDAC (obr. 44). Nejvyrazngjsi vliv
na snizeni aktivity HDAC mél kryptogein o koncentraci 50 nM, zatimco nejméné byla
aktivita enzymu ovlivnéna aplikaci 10nM kryptogeinu. U extraktii z list po aplikaci
100nM kryptogeinu bylo pozorovano snizeni enzymové aktivity HDAC v menSim
rozsahu, nez jako tomu bylo v pfipadé 50 nM kryptogeinu (obr. 44). Tyto sledované
zmény v aktivit¢ HDAC po aplikaci elicitoru u listd tabaku jsou v souladu s praci
Melmaiee et al., 2015, ktefi u rostliny fazole, napadené fungalnim patogenem, také
pozorovali sniZzeni enzymové aktivity HDAC. Vysledky by tedy mohly podporovat
hypotézu, ze snizeni aktivity HDAC vede ke zvySeni acetylace histony, a tim padem
ptistupnéjsi DNA pro transkripéni reguldtory za ucelem transkripce genti spojenych
se stresem. Pro potvrzeni, resp. vyvraceni, zminéného piedpokladu vSak bude potieba

objasnit dany mechanismus na molekuldrni urovni.
5.6 Funkce HDAC béhem regenerace protoplasti

Protoplastizace rostlinnych bunék je procesem dediferenciace bunék, kdy plvodné
diferenciované bunky prechazeji do prechodného stavu, s vlastnostmi podobajicimi se
tém u kmenovych bun¢k zivo€icht, a znovu vstupuji do bunééného cyklu (Grafi et al.,
2011). Béhem protoplastizace dochazi k rozsahlé dekondenzaci chromatinu, nejspiSe za
ucelem exprese geni potifebnych pro vstup do bunécného cyklu, proliferaci
a rediferenciaci bunck, nebo genii pro spusténi bunécné smrti. Prestavba struktury
chromatinu se odehrava predevsim dekondenzaci heterochromatinu, véetné repetitivnich
sekvenci genomu. Novy heterochromatinovy stav je pak potiebny v dobé, kdy buiiky,

odvozené od protoplastti, znovu vstupuji do bunééného cyklu (Ondiej et al., 2009).
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Jednim ze zplsobil regulace zmén struktury chromatinu jsou kovalentni modifikace
zahrnujici krom¢ methylace DNA rovnéz acetylaci a deacetylaci histont (Allis et al.,

2007).

Béhem protoplastizace diferencujici se tabdkové mezofylové bunky prochdzeji
dvémi fazemi dekondenzace chromatinu. Prvni z nich nastava b&hem izolace
protoplastt, kdy dochazi k enzymové degradaci bunécné stény. Nésleduje prechodna
faze, ktera je nezbytnd pro aktivaci gend, jejichz produkty rozhodnou o osudu bunky
(vstup do bunééného cyklu nebo zahajeni bunééné smrti). Druha faze dekondenzace
chromatinu nastdva poté, co jsou regenerujici se protoplasty indukovany podnétem,
napi. aplikaci fytohormont, ke znovu vstoupeni do bunééného cyklu (Zhao et al.,
2001). Dediferenciace tabakovych bunék je také doprovazena nahlym naristem exprese
ubikvitinu, ktery je potfebny pro selektivni destrukci proteini zapojenych
Vv zprostfedkovani predeslych funkci buiiky a naslednou aktivaci proteint, které jsou
esencialni pro proliferaci bunék (Papadakis et al., 2002). V nepfitomnosti fytohormont
protoplasty podléhaji cyklim kondenzace-dekondenzace chromatinu a nasledn¢ umiraji

(Zhao et al., 2001).

Studiem HDAC protoplast tabaku se zabyval kolektiv Li et al., ktefi zkoumali
vliv HDAC pfi regeneraci protoplasti po aplikaci rostlinného hormonu podnécujiciho
vstup do bunécéného cyklu. Navrhli, Ze deacetylace histonii mize byt potiebna pro
separaci chromatid a progresi skrze anafazi (Li et al., 2005). Zapojeni HDAC
v regeneracnich procesech bylo rovnéz popsano u obratlovci, ackoli pfesna funkce za

in vivo podminek neni jesté zcela pochopena (He et al., 2014).

Trichostatin A, inhibitor HDAC, muze také ovliviiovat proces regenerace bunétné
stény. Vlivem TSA dochazi k up-regulaci gent kodujicich proteiny zapojené
Vv degradaci bunécné stény (xyloglukanendotransglukosylasy (XET)
a xyloglukanhydrolasy), v depolymerizaci pektinu a hydrolyze celulosy. Rovnéz byla

popsana up-regulace malého poctu gent zapojenych v buné¢ném cyklu (Li et al., 2014).

Pti sledovani zmén v enzymové aktivit¢ HDAC u protoplastli pfipravenych jak
Zbunécné kultury tabdku, tak listd, byl pozorovan podobny trend. Po piipravé
protoplastll byla u kontrolnich suspenzi stanovena aktivita HDAC niz$i (obr. 64 a 65).
Po 2. hodin¢€ od izolace byl pozorovan jeji nartst, od 4. hodiny aktivita enzymu klesala.

Toto pozorovani by mohlo byt vsouladu spoticbou kondenzovaného
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a dekondenzovaného stavu chromatinu. Kondenzovany stav chromatinu je spojovan
s deacetylovanymi histony, kdy lysiny s pozitivnim ndbojem na g-aminoskupiné jsou
pritahovany k zaporné¢ nabit¢ DNA, zatimco dekondenzovany stav s acetylovanymi
lysiny je spojovan s rozvolnénou strukturou chromatinu. Prvni dekondenzace nastava
béhem izolace protoplastl, kdy dochazi k degradaci bunécné stény (Zhao et al., 2001),
tudiz aktivita HDAC by méla byt niz8i. Snizena aktivita HDAC stanovend po izolaci
protoplasti skute¢né pozorovana byla (obr. 64 a 65). Druha dekondenzace se odehrava
béhem opétovného vstoupeni do buné¢ného cyklu (Zhao et al., 2001). Proto je mozné,
ze se od 4. hodiny u regenerujicich se protoplastii zacala aktivita HDAC opé€t postupné
snizovat, aby po vhodném stimula¢nim podnétu byla bunka odvozena od protoplastu
schopna do bunécéného cyklu vstoupit. V ptipadé€ suspenzi protoplastli ovlivnénych TSA
byla stanovend aktivita HDAC s vyjimkou nulté hodiny oproti kontrole niZ§i, coz je
nejspise disledkem inhibice enzymu TSA, t¢innym inhibitorem HDAC (Yoshida et al.,
1990) s vyjimkou sirtuint, jejichz aktivita u¢inkem TSA potlacovana neni (Imai et al.,

2000).

Pti mikroskopickém pozorovani obnovujici se bunééné stény regenerujicich se
protoplasti pomoci Calcofluor White (obr. 48-63) byla u suspenzi protoplastil
oSettenych TSA pozorovana pomalejSi obnova. Tato skutecnost jednak mizZe
podporovat nezbytnou funkci histondeacetylas pro modifikaci histoni béhem
regenerace protoplastl, jednak se muze jednat o disledek zvySené exprese gent,

kédujicich enzymy degradujici bunéénou sténu, indukované TSA.
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6 Zavér

V ramci experimentalni ¢ast diplomové prace byla provedena optimalizace podminek
pro stanoveni aktivity HDAC:

e U stanoveni aktivity HDAC je nutné rostlinné extrakty precistovat gelovou
chromatografii od pfitomnych interferujicich latek. Stanoveni aktivity HDAC
bez preciSténi extraktil je mozné u extrakti z protoplastl a z rostlinnych jader.

e C(Citlivé fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC je moZzno vyuzit Vv ptipade
extraktlli z bunéénych suspenzi.

e Spektrofotometrické stanoveni aktivity HDAC je vyuzitelné v ptipad¢ extrakti
listh ztabdku, které jsou po precCisténi gelovou chromatografii zpétné
zahustovany.

e Enzymovou aktivitu je vhodné obéma metodami stanovovat oddélené ve dvou
frakcich eluovanych pii gelové chromatografii a ziskané hodnoty aktivity
nasledné scitat.

e Aktivity a hladina HDAC je ovliviiovana v zavislosti na pozitém donoru NO.

S vyuzitim primarni protilatky na protein HDT z A. thaliana byla testovana detekce
HDAC metodou Western blot v bunéénych extraktech i frakcich jadernych proteinii
tabaku:

e Pro dosaZzeni dostatecné citlivosti detekce HDAC tabdku je potifebné pouziti
extraktll se zakoncentrovanymi jadernymi proteiny, které jsou purifikovany z
rostlinnych jader.

e Pro detekci celkovych proteinti ve vzorcich jadernych extraktli separovanych
Vv polyakrylamidovych gelech je vhodné&jsi barveni pomoci komer¢éniho roztoku
SYPRO® Ruby (Sigma-Aldrich).

Studium S-nitrosylovanych jadernych proteind:

e Po aplikaci SNP byl u komeréni lidské HDAC2 pozorovan mirny nartst
enzymove aktivity HDAC.

e Po aplikaci GSNO bylo u HDAC2 naopak pozorovano vyraznéj$i sniZeni
aktivity enzymu.

e Analyza metodou biotin switch bohuZzel nevedla k detekci Zadnych
prokazatelnych proteint.

Dale byla v experimentalni studii studovana funkce HDAC v mechanismu bunécéné

smrti tabaku indukované kryptogeinem:
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e U bunécnych kultur byl nejprve pozorovan nartst aktivity HDAC, po 24
hodinach od aplikace elicitinu byla enzymova aktivita snizena.

e U list tabdku byl vlivem kryptogeinu pozorovan pokles aktivity HDAC.
Nejvyraznéjsi ucinek byl pozorovan po aplikaci kryptogeinu o koncentraci 50
nM.

V tieti Casti experimentalni prace byla studovana funkce HDAC v mechanismu
regenerace protoplastii:

e Po izolaci protoplasti byla pozorovana snizena aktivita HDAC. Po 2. hodiné
od izolace byl pozorovan nartst aktivity enzymu, ktera se poté postupné
snizovala.

e Pii aplikaci trichostatinu A, inhibitoru HDAC, probihala regenerace
protoplastii pomaleji.

V této diplomové praci byly tedy nejprve upravovany podminky metod pro stanoveni
aktivity HDAC a jejich detekci v rostlinném materialu, rovnéz byla vybirana vhodna
metoda pro stanoveni miry Zivotnosti bunck. Poté bylo pfistoupeno k biologickym
pokusim zaméfenym na sledovani funkce HDAC v mechanismech bunééné smrti
a regeneracnich procest, do jejichz regulace jsou dané enzymy nejspiSe vyznamné
zapojeny. AvSak je potfeba dalSich studii, podobné jako této, které by se danou

problematiku pokusily objasnit.
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8 Seznam pouzitych zkratek

2,4D
AA/BIS

Ab

AB

ABI1, ABI2
ABA

AG

AGL19
AMC

AP

APS

AS1, AS2
Avr

B23

BiFC
biotin-HPDP

BSA
CAB2

cADPR
CK2a

CwW
DAMP
DIERF1
DMSO
DTT
EF2

EPF

ETI
FDA
FKBP46
FLC
FUS3
Ga2ox2
GCN5
GSH
GSNO
HAC1
HAM1,2

kyselina dichlorfenoxyoctova
akrylamid-N,N-bisakrylamid

protilatka

AlamarBlue, resazurin

ABA-zavislé geny

kyselina abscisova

AGAMOUS; transkrip¢ni faktor
AGAMOUS-LIKE 19; transkrip¢ni faktor
7-amino-4-methylkumarin

alkalicka fosfatasa

persiran amonny

»asymmetric leaves geny

faktor avirulence

jaderny protein

bimolekularni fluorescencni komplementarni piistup
(3aS,4S,6aR)-hexahydro-2-o0xo-N-[6-[1-0x0-3-(2-pyridinyldithio
propyl)]amino]hexyl]-1H-thieno[3,4 d]imidazole-4-pentanamid
hovézi sérovy albumin

chlorofyl A/B-vazebny protein 2

cyklicka ADP-ribosa

kaseinkinasa 2a.

Calcofluor White

molekularni vzory spojené s poskozenim
ethylen-odpovédny faktor

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

transkripéni faktor

transkripéni faktor

imunita vyvolana efektory

fluorescein diacetat

zastupce peptidyl-prolyl cis-trans isomerasy
»flowering locus C*; gen zodpovédny za jarovizaci
FUSCAZS; transkrip¢ni faktor
giberelin-2-B-dioxygenasa

zastupce histonacetyltransferasy

glutathion

S-nitrosoglutathion

transkripcni regulator

zastupci histonacetyltransferas
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HAT

Hdl

HD2
HDAC
HMG
HPLC
HR

HRP
HXK1

IP3

JA

LEA
LEC1
MAF3/4/5
MAMP
MAPK
MMTS
MS

MTT
NB-LRRs
NBT/BCIP

NC

NLS
Nopp44/46
NOR
NtCDC 48
NtOSAK
NtRBOHD
p53

PAMP
PEG

PK

pPNA

PP

PPlasa

PR

PRR

PTI

PVDF

histonacetyltransferasa

,heading date 1* represory

histondeacetylasa typu HD-tuind

histondeacetylasa

,»high mobility group* proteiny

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hypersenzitivni reakce

kienova peroxidasa

hexokinasa 1

inositoltrifosfat

jasmonova kyselina

,»late embryogenesis abundanti proteiny

LEAFY COTYLEDONL1, regulator embryogeneze
MADS AFFECTING FLOWERING; represory kveteni
molekularni vzory spojené s mikroby

mitogenem aktivovana proteinkinasa
methylmethanthiosulfonat

hmotnostni spektrometrie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
oblast vazajici nukleotidy obsahujici sekvenci bohatou na leucin
nitroterazolium Blue chlorid ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-fosfatem

neutralni cerven

jaderny lokalizacni signal

jaderny protein

organizator jadérka

protein zapojeny v bunééném cyklu

proteinkinasa tabaku

NADPHoxidasa

transkripcni faktor

molekularni vzory asociované s patogeny
polyethylenglykol

proteinkinasa

p-nitroanilin

proteinfosfatasa

peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa

s patogenezi spojené proteiny

rostlinné receptory ,,pattern recognition receptors
imunita aktivovana tzv. molekular. vzory asociovanymi s patogeny

polyvinylidenfluorid

116



RBSC-1A
RFU
RLKSs

RLPs
RNAI

ROS
RPD3
RPS6
SA
SAR

SDS
SDS-PAGE

SIPK
SNAP
SNP
SIR2
SOD
TEMED

TFINA
TFIE, TFIF

TOR
TSA
WIPK
WT
WUS

lehky fetézec ribulosabisfosatkarboxylasy

relativni jednotka fluorescence

receptory sprazené s Kinasou

receptorové proteiny

RNA interference

reaktivni formy kysliku

rodina histondeacetylas (Reduced Potassium Dependency 3)
protein ribosomalni podjednotky 40S

salicylova kyselina

systémov¢ ziskana resistence

dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti SDS
proteinkinasa aktivovana Kyselinou salicylovou
S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

nitroprussid sodny

sirtuiny (Silent Information Regulator 2)
superoxiddismutasa

N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin

typ zinkového prstu

transkripcni faktory

serin/threonin proteinkinasa

trichostatin A

proteinkinasa aktivovana poranénim

wild type

WUSCHEL,; gen potiebny pro vyvoj vyhonkt a kvéta
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