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CILE PRACE

V teoretické ¢asti bylo cilem zpracovat literarni reSersi:

e zabyvajici se vlastnostmi a funkcemi histondeacetylas (HDAC) v epigenetické

regulaci

e shrnujici znamé poznatky o ZzivociSnych a rostlinnych HDAC; u rostlinnych

se zamé&renim na zapojeni HDAC v obrané rostlin za stresovych podminek

e shrnujici metody pro stanoveni mnozstvi a aktivity HDAC vcetné jejich

kovalentnich modifikaci (fosforylace a S-nitrosylace).

V experimentalni ¢asti bylo cilem:

e zavedeni metody fluorimetrické analyzy pro stanoveni aktivity HDAC

v rostlinnych extraktech a jeji aplikace na modelovy systém

e optimalizace podminek metody Western blot pro detekci HDAC v rostlinnych

extraktech.



1 Uvod

Histondeacetylasy (HDAC) jsou enzymy, které¢ zprosttedkovavaji deacetylaci histonti.
Jejich acetylace katalyzovanad histonacetyltransferasami (HAT) je tedy dynamicky
reversibilni proces. Dochazi tak k regulaci acetylacniho stavu chromatinu, ktery ma
dopad na jeho strukturu a nasledné i funkce. Jedna se predevs§im o regulaci transkripce
gend. Acetylace histond je obecné spojovana s jeji aktivaci (Allfrey et al., 1964),
deacetylace histontl naopak s jeji represi a uml¢ovanim genti (Probst et al., 2004). Tim
dochazi ke kontrole mnoha bunéénych procest. Studie zabyvajici se rostlinnymi HDAC
prokazuji, ze histondeacetylasy jsou zapojeny do regulace ristu rostlin, jejich vyvoje

(Wu et al., 2008) a odpovédi na stresové podminky (Bourque et al., 2011).

HDAC se také ucastni regulace bunécného cyklu (Zhang et al., 2000). Z tohoto
divodu jsou Castym piredmétem studii zabyvajicich se napt. lidskym onemocnénim,
predevSim rakoviny. Inhibitory HDAC jsou velmi intenzivné zkoumany jako moZna

antiproliferacni 1éCiva (Martinez-lglesias et al., 2008).

U savéich bunék bylo mimo jiné popsdno ovlivnéni HDAC prostfednictvim
S-nitrosylace (Nott et al., 2008). S-nitrosylace miize obecné regulovat funkce proteinti
vice nez jednim zpasobem. Nitrosylace kritickych cysteinovych zbytki miize
napi. ovlivnit jejich enzymovou aktivitu (Whalen et al., 2007) nebo mize indukovat
konformaéni zmény, které nasledné ovliviuji interakci nitrosylovanych proteint s jejich
vazebnymi partnery. Pfikladem je S-nitrosylace HDAC2 neuront. Uskutecituje se
na Cys 262 a Cys 274, ptficemz neafektuje deacetylasovou aktivitu, ale indukuje

rozvolnéni struktury chromatinu, ¢imz narista acetylace histonti (Nott et al., 2008).

S-nitrosylace je velmi zkoumanou modifikaci také u rostlin. Oxid dusnaty, jako
signalni molekula, je kliCovym regulatorem zapojenym do nékolika zasadnich procesu
u rostlin, v¢éetné odolnosti rostliny vii¢i onemocnéni (Delledonne et al., 1998). Studium
S-nitrosylace u HDAC ma tedy zna¢ny vyznam vzhledem k dulezitosti samotnych
enzymi HDAC, stejné tak jako oxidu dusnatého, pro regulaci mnoha bunéénych

procest u rostlin.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

Centradlnim dogmatem molekularni biologie je skutecnost, ze genetickd informace
zakodovana jako sekvence nukleotidi v DNA je pfenasena z generace na generaci
procesy replikace, transkripce a translace. Kromé tohoto zakladniho pfenosu genetické
informace a vyjimky, kterou tvofi reversni transkriptasa (Temin a Mizutani, 1970;
Baltimore, 1970), existuje epigeneticky prenos genetické informace. Termin epigenetika
poprvé pouzil Conrad Waddington pro studium ,,nahodnych mechanisma“, kterymi

»geny genotypu umoziuji projevy fenotypu (Allis et al., 2007a).

Epigenetické zmény jsou V poslednich letech ¢astym pfedmétem zkoumani z davodu
jejich zasadni role ve vyvoji organismii @ béhem jejich onemocnéni. Soucasné je
epigenetika definovana jako "studium mitoticky a/nebo meioticky dédi¢nych zmén, jako
je stav exprese genu, které nelze vysvétlit zménami v sekvenci DNA* (Allis et al.,
2007b). Jedna se o zmény v projevu fenotypu, které jsou spiSe pfepinany mezi
jednotlivymi stavy (,,on-off*), nez 0 odstupfiované reakce. Navic dana zména musi byt
dédi¢na, i kdyz ptivodni podminky, které pfepnuti mezi danymi stavy zpusobily, zmizi

(Allis et al., 2007a).
2.1 Vliv modifikace chromatinu na prenos genetické informace

Vétsina somatickych bunék mnohobunééného organismu je geneticky identicka, ale
funkce a exprese jejich gent se tedy v disledku epigenetickych zmén muze vyrazné
lisit. Zakladem je pifestavba chromatinu, ktera méni ptistupnost DNA. Otevieny stav
chromatinu umoznuje transkripci, zatimco pro kompaktni stav plati, ze dostupnost DNA

pro transkrip¢ni faktory a dalsi proteiny je snizovana (Fransz a de Jong, 2002).
2.1.1 Struktura a modifikace chromatinu

Chromatin je vysoce organizovana struktura, skladajici se z nukleosomu. V kazdém
nukleosomu jsou Ctyii jaderné histony, H2A, H2B, H3 a H4, které jsou uspoiadané
do oktamert, které obsahuji vzdy po dvou kopiich téchto jadernych proteini. Konkrétné
tetramer H3-H4 a dva dimery H2A-H2B. Pfiblizn¢ 146 part bazi DNA je obtoceno
kolem kazdého nukleosomu a dalSich asi 80 part bazi spojuje sousedni nukleosomy

spolu s pomocnym internukleosomalnim H1 histonem. Toto zakladni usporadani



chromatinu, které spole¢né¢ tvoii strukturu nékdy oznaCovanou jako ,koralky

na $itirce”, je dale organizovano do vyssich konformaci (Allis et al., 2007c¢).

Struktura chromatinu, majici dopad na dalsi procesy, jako jsou napiiklad regulace
transkripce a uml¢ovani gend, muze byt ménéna tfemi zpusoby. Prvnim z nich jsou
kovalentni modifikace histonli, které¢ se primdrn¢ uskutecnuji na aminokyselinach
N-terminalnich koncti histont (Allfrey et al., 1964). Dale mohou byt modifikace
histontl, jak na koncovych doménach, tak na globularni jaderné doméné (Cosgrove
et al., 2004), cileny na ATP zavislé remodelacni komplexy. ATPasy ucastnici se
piestavby chromatinu vyuZzivaji energii ziskanou z hydrolyzy ATP ke strukturnim
a kompozi¢nim zménam nukleosomu (Narlikar et al., 2002). M¢éni se tak jeho kontakt
s DNA, coz ma za nasledek opakovani, krouceni a klouzani nukleosomi. Pro tento
nekovalentni mechanismus bylo prokazano, ze je kriticky dulezity pro procesy spojené
s regulaci genti (Narlikar et al., 2002). Tietim zptisobem je methylace cytosinovych bazi
DNA majici dopad na vazbu nékterych dalSich proteint vcetné transkripcnich faktori

(Watt a Molloy, 1988).
2.1.2 Histony a jejich posttransla¢ni modifikace

Histony jsou integralni a dynamické struktury podilejici se nejen na regulaci transkripce
genu, ale ovliviyji i dal$i procesy spojené s DNA, jako jsou replikace, oprava DNA,
rekombinace a segregace chromosomu. Navic jsou objektem pro rizné posttranslacni
modifikace - zahrnujici acetylace a deacetylace, methylace, fosforylace a ubikvitinylace
(Strahl a Allis, 2000).

Kazdy jaderny histon m4a dvé domény - Sbalenou histonovou doménu, ktera
je zapojena do interakci histon-histon a umoznuje skladani DNA uvniti nukleosomu
(Luger et al., 1997) a doménu vy¢nivajici ven z nukleosomu, kde mize interagovat
s dalsimi regulacnimi proteiny. Ta tvofi asi 28 % hmoty jadernych histont, je vysoce
evoluéné konzervovana, ale z vétsi ¢asti strukturalné nedefinovana (Luger a Richmond,
1998). Vykazuje srovnatelny stupenn konzervativnich sekvenci od kvasinek az
po cloveka. Byva lokalizovana na N-terminalni Casti vSech Ctyf jadernych histoni
a na C-konci histonu H2A (Grunstein, 1997). Tato doména je citliva k ptisobeni proteas
a je extrémné bazicka, coz je disledkem piitomnosti velkého poctu bazickych

aminokyselin — lysinu a argininu (Luger a Richmond, 1998).



Lysiny na N-termindlnim konci jadernych histoni jsou dominantnim mistem
pro acetylaci a methylaci. Regulac¢ni role téchto modifikaci pro aktivaci, represi geni

a transkripci byla navrzena jiz v roce 1964 (Allfrey et al., 1964).
2.1.3 Histonovy kod

Specifickd struktura chromatinu na nékterych N-koncich histont H3 a H4 vytvari
tzv. ,histonovy kod“. Hypotéza tohoto kodu predpoklada, ze modifikace na koncich
histont vytvari znacky, které mohou dale utvaret vazebna mista pro efektorové proteiny
(Jenuwein a Allis, 2001). V souladu s timto nazorem bylo prokazano, ze jedna
Z proteinovych domén — bromodoména - je schopna selektivni interakce s kovalentni
znackou na N-konci histonu. Danou kovalentni znackou je praveé acetylovany lysin
(Dhalluin et al., 1999). Tento epigeneticky systém znaceni piedstavuje zakladni
regulacni mechanismus majici vliv na vétSinu, ne-li vSechny, s chromatinem spojené
procesy. Ty nésledné ovliviiuji vyvoj bunék jak za normalnich, tak za patologickych

podminek (Jenuwein a Allis, 2001).

Nekteré biochemické a genetické experimenty vSak ukazuji, Ze naboj na N-konci
histonu H4 ma sice dramaticky vliv na vazbu s DNA nebo na fenotyp. Ale bez ohledu

nato, v jaké pozici se dany naboj nachazi (Megee et al., 1995).
2.1.4 Vyznam modifikace chromatinu u rostlin

Rada studii ukazala, Ze posttranslaéni modifikace DNA a histonii hraji kli¢ovou roli
pfi expresi gend a vyvoji rostliny za stresovych podminek. VétSina z téchto zmeén
vyvolanych stresem je po odeznéni stresu navracena zpét do puvodniho stavu, ale
nekteré z téchto zmeén mohou byt dlouhodobé stabilni. To znamend, Ze mohou byt
pfevedeny do ,stresové paméti“ rostliny a mohou se déale dédit pfi bunécném déleni
béhem mitdzy nebo meidzy. Epigenetickd stresovd pamét tak miiZze rostliné pomoci

efektivnéji se vyporadat s nasledné se opakujicim stresem (Jaskiewicz et al., 2011).
2.1.4.1 Prenos epigenetické informace

Replikace chromatinu zahrnuje jak syntézu DNA, tak sestaveni nukleosomu, tedy dva
procesy, které probihaji koordinované béhem S-faze bunécného cyklu. Sestaveni

nukleosomu, oznaCované jako modulace chromatinu spfazena s replikaci, zahrnuje



prerozdéleni histonti, které byly spojeny s plivodni DNA, a syntézu novych histond.
Zkoumani struktury nukleosomu ukdazalo, ze tetramer tvofeny histony H3 a H4 muze
byt teoreticky rozdélen na dva identické H3/H4 dimery. V souvislosti s modulaci
chromatinu spfazenou s replikaci muze rozdéleni tetrameru histont umoznit, aby byl
ptuvodni dimer H3/H4 spojen s nové syntetizovanym dimerem H3/H4. Dcetinnda DNA
by tak obsahovala hybridni tetramer histonii a epigenetické informace obsazené
V pivodnich dimerech H3/H4 by slouzily jako templat pro pienos informaci do nové
syntetizovanych dimera H3/H4. Pavodni nukleosom a snim spojené modifikace
by byly plné replikovany. Tento model sestaveni chromatinu je v souladu s faktem,
ze histony H3/H4 jsou dimer a ne tetramer (Tagami et al., 2004).

2.2. Acetylace a deacetylace histonu

Acetylace histoni probiha posttranslacné a reversibilné na g-amino skupiné lysinového
residua na N-konci vy¢nivajiciho fetézce jaderného histonu (obr. 1). Acetylova skupina
z acetylkoenzymu A je prenesena na &-amino skupinu lysinu pomoci enzymu
histonacetyltransferasy. Hyperacetylace histonti je spojovéana s oslabenim kontaktu mezi
DNA a histonem, a to v dasledku neutralizace pozitivniho naboje na N-konci histonu

a snizenim jeho afinity k zaporn¢ nabité DNA (Kuo a Allis, 1998).

HaM o
/ X
\\\ Hsh ]
{
HOAC & E:fo
HAT 0
HMN
= HaM"
H;C
acetylovany lysin lysin acetd

Obr. 1 Defacetylace lysinu (upraveno podle Sun et al., 2003).

Naopak deacetylacni proces zahrnuje odstranéni skupiny acetylu ze specifického
lysinového residua jaderného histonu pisobenim histondeacetylasy. Tim se obnovi
pozitivni naboj na konci histonu, dojde k zesileni interakci mezi DNA a histony

a Cchromatin zaujme kompaktné&jsi strukturu (obr. 2) (Kuo a Allis, 1998). Dale bylo



pro HDAC popséno, ze se mohou vazat na nékteré¢ sekvencné specifické transkripéni

represory vazajicich se na DNA (Alland et al., 1997).

aktivace transkripce
AKTIVACE HAT v
—  AC C Ac. Ac Ac,

A

kompaktni struktura chromatinu Ac Ac Ac Ac Ac
DEAKTIVACE HDAC ] )
Aa potlaceni transkripce

Ac Ac Ac Ac Ac

rozvolnéna struktura chromatinu

Obr. 2 Vliv HAT a HDAC na strukturu chromatinu (upraveno podle de Ruijter et al., 2003).

2.2.1 Histonacetyltransferasy

Histonacetyltransferasy (HAT) jsou enzymy spadajici do skupiny transferas. Jejich
ptresné zatazeni podle enzymové komise je EC 2.3.1.48.

HAT jsou klasifikovany do dvou skupin na zakladé jejich lokalizace v bufice
(Brownell a Allis, 1996). Typ B-HAT jsou cytoplasmatické proteiny, které katalyzuji
acetylaci histonil v cytoplasmé, zejména lysiny K5 a K12 nové syntetizovanych histonti
H4 pied jejich zaclenénim do nové replikovaného chromatinu (Verreault et al., 1998).
To je odlisné od modifikaci, které jsou spojovany s regulaci transkripce (Chang et al.,
1997).

Typ A-HAT je zodpovédny za acetylaci jadernych histonu, a je tak pfimo zapojen
do regulace pfistupnosti chromatinu a transkripce genti (Ogryzko et al., 1996).
HAT A-typu acetyluji vSechny Ctyii jaderné histony, ale modifikace na histonech H4
a jeho lysinech 8 a 16, a na histonech H3 a jeho lysinech 9 a 14 jsou nejéastéjsi (Kuo
et al., 1996).



2.2.2 Histondeacetylasy

Histondeacetylasy spadaji do skupiny hydrolas. Jejich pfesné zatazeni podle enzymové

nomenklatury je EC 3.5.1.98.

Na zakladé schopnosti deacetylovat proteiny, které nejsou piibuzné s histony, ale
jedna se naptiklad o transkripéni faktory nebo dal$i regulatory transkripce gent, mohou

byt histondeacetylasy obecné povazovany za lysindeacetylasy (Bourque et al., 2011).

Kyseld doména u histondeacetylas mize byt dilezita pro jejich asociaci s bazickymi
terminalnimi N-konci histond (Lusser et al., 1997). Delece C-koncové domény AtHD2A
u Arabidopsis thaliana nem¢la dopad na represi aktivity gentl, coz naznacuje, ze tato
doména neni pro represi genl potiebna, ale miize byt zapojovéna V interakcich
protein-protein za ucelem zprostiedkovani interakci s dal$imi specifickymi proteiny

(Wu et al., 2000).
2.2.3 Acetylace, deacetylace a aktivita geni

Acetylace jadernych histont, ktera byla poprvé popsana roku 1964 (Allfrey et al.,
1964). Jedna se 0 reversibilni proces na lysinech N-koncovych domén histont, ktery
mize byt u eukaryotickych bun¢k zapojen do nékolika vitalnich funkci (Grunstein,
1997). Ptibyva dikazi, ze acetylace mohou napomahat utvaieni vazebného povrchu
pro aktivatory a represory transkripce (Suka et al., 2001). To také umoziuje zaujeti
oteviené nebo naopak uzaviené konformace chromatinu, a tim ovlivnéni pfistupu

pro transkrip¢ni faktory k DNA (Mustkov et al., 1998).

Acetylace je také dllezitym d&em pro zprostiedkovani nékterych signalnich
procest, které nezahrnuji pouze histony, ale také nehistonové proteiny. VétSinou

se jedna o transkripéni regulatory (Luo et al., 2000).

Acetylované histony mohou byt rozpoznavany jako charakteristicky znak
pro rozliSeni euchromatinu od heterochromatinu. U heterochromatického regionu jsou
acetylové skupiny odstranovany po kompletni syntéze DNA (O'Neill a Turner, 1995).
Zatimco u euchromatického regionu je histon H4 acetylovan na lysinech K5, K8 a K12

a K16 (Clarke et al., 1993).



Hypoacetylace je spojovana s represi exprese gend (Hebbes et al., 1988). Inhibice
histondeacetylas vede k hyperacetylaci jadernych histond, ¢imz je dale ovlivnéna
diferenciace a rust bun¢k (Bradbury, 1992).

Acetylace histonu vSak neni vzdy spojovana pouze s aktivaci gent a naopak
deacetylace nemusi nutné vést k jejich represi. Piikladem je kvasinkovy protein Hos2p
vykazujici histondeacetylasovou aktivitu, ktery je spiSe spojovan s aktivaci gent

nez s jejich potlacovanim (Wang et al., 2002).

Deacetylace histoni mtiize mit klicovou roli pfi uml¢ovani genti, které je rozsiteno
mezi eukaryoty, véetné vyssich rostlin (Meyer a Saedler, 1996). Uml¢ovani transkripce
je tady v souladu s methylaci cytosinii u umléenych promotert a ztratou exprese gend
(Meyer et al., 1994). Dalsi studie také naznacuji, Zze methylace DNA muZze mit dopad
na strukturu chromatinu spolu s deacetylaci histont (Jones et al., 1998).

2.3 Zivoti$né histondeacetylasy

Prvni Zivoc¢isné histondeacetylasy (HD1) byly identifikovany v roce 1996 v jadernych
extraktech pfipravenych z bunék hovéziho thymu a z lidskych Jurkat T buné€k (Tauton
et al., 1996). Pro jejich izolaci byl pouzit trapoxin - irreversibilni HDAC inhibitor, ktery
inhibuje deacetylaci histont in vivo a u sav¢ich bunék vyvolava zastavu bunécného
cyklu (Furumai et al., 2001). Ukazalo se, ze HD1 sdili zna¢nou sekven¢ni homologii
(ptiblizné¢ 60% totoznost) S kvasinkovym Rpd3 proteinem, globalnim transkripénim
regulatorem s HDAC aktivitou (Rundlett et al., 1996). Kromé& toho bylo pro HDm,
zivocisnou HDAC drapatky vodni (Xenopus laevis), prokazano, ze vykazuje podobnost
s nékterymi dal$imi proteiny. Pfikladem jsou acetylpolyaminhydrolasy sinic a bakterii
zrodu Mycoplasma, nebo nékteré proteiny archebakterii, coz naznacuje, ze HDAC
mohou patfit do starobylé rodiny enzymt s podobnymi funkcemi (Ladomery et al.,
1997).

U c¢loveka bylo doposud identifikovano celkem 18 HDAC (Gray a Ekstrom, 2001),
majicich funkce v procesech jako jsou transkripce (Yang et al., 1996), bunéc¢ny cyklus
(Marzio et al., 2000), umlCovani gent (Bestor, 1998), replikace DNA (lizuka
a Stillman, 1999) a opravy poskozené DNA (Brochier et al., 2013). Lidské HDAC
mohou byt rozdéleny do nasledujicich rodin - RPD3/HDAL a SIR2. Tato klasifikace



je zalozena na homologii s proteiny, s histondeacetylasovou aktivitou, ptitomnymi
u kvasinek (Gray a Ekstrom, 2001).

U zivocisnych bun¢k bylo demonstrovano, ze HDAC mohou interagovat s n¢kolika
nehistonovymi cili - znamymi transkripéni regulatory jako je protein p53 (Luo et al.,
2000).

Prace zabyvajici se zivocisSnymi HDAC ukazuji, ze Vv zavislosti na fyziologickém
kontextu neni katalytickh doména HDAC nutné zapojena do zprostiedkovani
biologickych odpovédi. Napt. u T-lymfocyti bylo prokazano, ze pro chemotaxi
lymfocytli neni rozhodujici deacetylasova aktivita HDACS6, ale jeji hladina. Butyrat
sodny blokuje deacetylasovou aktivitu HDAC6 vici tubulinu bez inhibice jejiho
zapojeni v buné¢né mobilité, coz ukazuje na kli¢ovou roli HDACG6 v pohyblivosti

lymfocyti bez ohledu na jeji enzymatickou aktivitu (Cabrero et al., 2006).
2.3.1 Fylogeneze sav€ich histondeacetylas

Jsou znamy dvé& rodiny proteinii s HDAC aktivitou: SIR2 rodina s NAD"-zavislymi
histondeacetylasami a tzv. ,,klasickd HDAC rodina‘“ (Bjerling et al., 2002).

Klasické HDAC a sirtuiny se odlisuji v mechanismu jejich katalyzy. Klasické HDAC
jsou Zn®* - zavislé enzymy, se zinkovym kationtem V katalytické kapse, které mohou
byt inhibovany slouceninami chelatujicimi zine¢naty ion jako jsou hydroxamové
kyseliny. Oproti tomu sirtuiny k témto slouc¢eninam citlivé nejsou (Imai et al., 2000),

za to pro svoji aktivitu vyzaduji NAD" jako kofaktor (Frye, 2000).
2.3.1.1 Histondeacetylasy rodiny RPD3/HDAL1

Clenové ,klasické rodiny“ spadaji do dvou rtiznych fylogenetickych tiid, a to tidy
I a Il. Tfida I je pfibuznd s RPD3 proteinem - transkripnim reguldtorem
Saccharomyces cerevisiae. Z lidskych HDAC jsou do této téidy fazeny HDAC1, 2, 3a 8
(obr. 3) (Fischle et al., 1999). T#ida II ,klasické rodiny“, kam z lidskych
histondeacetylas patti HDACA4, 5, 6, 7, 9 a 10, sdili ur¢itou podobnost domény s dal$im
kvasinkovym proteinem - HDAL (Bjerling et al., 2002). U ¢lovéka byla roku 2002

identifikovana HDACI 1, ktera neni zafazena ani do jedné z uvedenych tfid ,klasické



HDAC rodiny*, protoze sdili homologii konzervovanych residui katalytické domény jak

s residui tfidy I, tak tfidy II (Gao et al., 2002).

HDAC1
HDAC?2

| HDAC3
4| L HDACS

HDAC6

HDAC10
HDAC4
—| HDAC5 o
HDACT HDAC tridy 11

| HDAC9a
HDAC9b
HDRP

HDAC tiidy T

HDAC11

Obr. 3 Evoluéni vztah lidskych HDAC ,klasické rodiny* (upraveno podle de Ruijter et al.
2003).

Histondeacetylasy ze tfidy I jsou exprimovany ve vétSiné bunéénych typl, zatimco
exprese genu z tfidy Il HDAC je potlac¢ena. To naznacuje, ze HDAC tfidy II mohou byt
zapojeny do bunécné diferenciace a procesu souvisejicich s vyvojem (Buggy et al.,
2000).

RPD3 histondeacetylasy zprostfedkovavaji u savéich bun¢k represi transkripce
interakci se specifickymi proteiny vézajicimi se na DNA, interakci s asociovanymi
korepresory nebo promotery (Alland et al., 1997). HDA1 a RPD3 jsou od sebe odlisné,
ackoli sdili podobnou katalytickou doménu (Fischle et al., 1999).

2.3.1.2 Histondeacetylasy rodiny SIR2

SIR2 proteiny, také oznatované jako sirtuiny, jsou NAD'-zavislé histondeacetylasy.
SIR2 histondeacetylasy nesdili sekvenéni nebo strukturni homologii s ostatnimi ¢leny
HDAC rodin a jejich enzymova aktivita neni inaktivovana trichostatinem A nebo
butyratem sodnym. SIR2 jako HDAC jsou konzervované od bakterii po ¢loveka
(Brachmann et al., 1995) a podili se na kontrole zakladnich bunéénych procest jako
jsou zmény struktury chromatinu (Fritze et al., 1997), umlcovani genu (Bryk et al.,
1997) ¢i metabolismus a starnuti (Imai et al., 2000). Bakterialni, kvasinkové a savci
sirtuiny jsou schopné metabolizovat NAD" a pravdépodobné mohou piisobit jako

mono-ADP-ribosyltransferasy (Brachmann et al., 1995).
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Sirtuiny mizeme rozdélit do ¢tyt tiid (I-IV), ptfi¢emz ¢lenové ze tiid sirtuint I, II,
a IV jsou nejspiSe pfitomny u vSech mnohobunéénych organismu. Ttida III sirtuind je
nejrozsifenéjsi u prokaryot. Pfedpoklada se, Ze se jedna o evolu¢né velmi starou
skupinu sirtuinti. HDAC tfidy III se nachazi piedev§im u grammnegativnich bakterii
a archebakterii, avSak je nejasné, u které taxonomické skupiny je tento gen ptivodni

(obr. 4) (Frye, 2000).

bakterie
ida ,,N“ prvni eukaryota ¢asna eukaryota
tr1da 1 tida N tiida I
tFida I trida II
archebakterie tida 0T tHida 11
tiida IV
tl'l da I /
obratlovci . / .
hlistice kvasinky

tiidal
tiida II

tfida I

tfida II —

tida TV tfidal
tiida I

Obr. 4 Hypoteticky model pro evoluci a distribuci sirtuini (upraveno podle Frye, 2000). T¥ida
,. N = neklasifikovana.

tfida III
tiida IV

Rodina genti pro lidské sirtuiny zahrnuje celkové 7 doposud znamych ¢lend. Kazdy
Z téchto sirtuini obsahuje konzervovanou jadernou doménu, v nékterych ptipadech je
ptitomna i N-koncova nebo C-koncova doména (Frye, 2000). Jedna se o tyto homology
ke kvasinkovému SIR2 proteinu: jaderné proteiny SIRTI1, SIRT2 a SIRT7,
mitochondrialni SIRT3, SIRT4 a SIRTS a cytosolicka SIRT2 (Houtkooper et al., 2012).

Pro sav¢i sirtuiny ze tfidy I byly popsany kromé deacetylasové aktivity dalsi funkce.
SIRTS vykazuje navic desukcinylasovou (Zhou et al., 2012) a demalonylasovou
aktivitu (Peng et al., 2011), SIRT4 je schopen katalyzovat ADP-ribosylaci (Haigis
et al., 2006), zatimco SIRT6 muze odstranit mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

z vybranych proteinovych substrati (Jiang et al., 2013).
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2.3.2 Substraty a mechanismy reakce HDAC

Histondeacetylasy potiebuji byt pro vykonavani svych funkci lokalizovany v jadte, kde
dosazena prostiednictvim jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS) nebo kolokalizaci
spolecné s dal$imi proteiny. VétSina HDAC obsahuje jaderny lokalizacni signal, ale
existuji 1 cytosolické¢ histondeacetylasy. Naptiklad c¢lenové tfidy I RPD3/HDAI
se nachézeji témét vylucné v jadie zatimco HDAC tfidy II mohou pfechdzet mezi
jadrem a cytosolem v diasledku odpovédi na nékteré bunééné signaly (de Ruijter et al.,
2003).

2.3.2.1 Reak¢éni mechanismus ,,klasickych* HDAC

Obecné HDAC enzymy piisobi na acetylované histony, ale jsou tu i pfipady odstranéni
acetylové skupiny z nehistonovych substratl, jako je protein p53, ktery je deacetylovan

HDAC1 (Luo et al., 2000).

Katalyticka doména histondeacetylas je tvofena usekem pfiblizné¢ 390
konzervovanych aminokyselin. Aktivni misto se skladd z mirné¢ zakiivené tubularni
kapsy se Sirsim dnem (Finnin et al., 1999). Odstranéni acetylu se déje skrze systém
pfenosu naboje, jehoz se ucastni dve prilehld histidinova residua, dvé aspartitova
residua (lokalizovana piiblizné 30 AMK od histidinll a navzajem od sebe oddélené asi
6 AMK) a jednoho tyrosinového residua (lokalizovéan asi 123 AMK od aspartatovych
residui) (Buggy et al., 2000). Esencialnim prvkem pro systém pienosu naboje je
pritomnost iontu Zn®*, ktery se vaze na vazebné misto zinku, nachazejici se na dn&
kapsy. Je koordina¢né vazan s Asp 168, His 170, Asp 258 a molekulou vody. Ligandy
jsou v tetraedrickém usporadani, ktery je nepravidelné diky tvorbé vodikové vazby mezi

molekulou vody a His 131 (Finnin et al., 1999).

Je ziejmé, Zze histondeacetylasy ziidkakdy ptsobi samostatné. Mnoho proteint
s funkcemi jako iniciace, koreprese nebo remodelace chromatinu, jsou zapojeny
VvV tvorbé komplexu, jehoz disledkem je represe transkripce (Jones et al., 1998).
na samotné DNA. Skupiny methyli, navazan¢ na DNA na cytosinovych residuich

Vv pozicich 5’od guaninu, v tzv. CpG ostrovech, se tcastni zapojeni komplexu HDAC
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s proteiny - jako jsou methylované-CpG-vazebné proteiny a proteiny s methyl-CpG-
vazebnou doménou, nebo prostiednictvim enzym, které methyluji CpG ostravky, tedy

methyltransferasy (Nan et al., 1998).
2.3.2.2 Reakéni mechanismus sirtuini

Pii deacetylaénich reakcich je NAD" §tépen ve dvou krocich na nikotinamid a O-acetyl-
ADP-ribosu (OACADPR). V prvnim kroku je odstépen NAD® a ADP-ribosa je
kovalentné navazana na karbonylovy kyslik acetylové skupiny substratu (obr. 5a).
Nasledné dochazi k hydrolyze vazby acetyl-lysin za uvolnéni OACADPR. Navazani
ADP-ribosy na substrat, se také miize dit pfes karbonylovy uhlik acetylové skupiny
substratu (obr. 5b), koneénym produktem je opét OAcADPR (Chang et al., 2002).
Nikotinamid mtze zpusobovat inhibici enzymové reakce produktem a vysoké hladiny

nikotinamidu v buiikach tak mohou aktivitu sirtuint potlatovat (Anderson et al., 2003).

s
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Obr. 5a Predpokladany mechanismus pfenosu acetylové skupiny na NAD zprostiedkovany
SIR2 za vzniku O-acetyl-ADP-ribosy (ptevzato z Chang et al., 2002).
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Obr. 5b Druhy piedpokladany mechanismus pienosu acetylové skupiny na NAD'
zprosttedkovany SIR2 za vzniku O-acetyl-ADP-ribosy (ptevzato z Chang et al., 2002).

2.3.2.3 Substraty HDAC

VSechny jaderné histony mohou byt deacetylovany in vivo. Avsak modifikace
probihajici na histonech H3 a H4 jsou ve srovnani shistony H2A a H2B
charakterizovany 1épe (Strahl a Allis, 2000).

24

H3 a lysiny K5, K8, K12 a K16 na histonech H4 (Bjerling et al., 2002). Ustalené
hladiny acetylace na jadernych histonech jsou duasledkem rovnovahy mezi
protichidnymi aktivitami histonacetyltransferas a histondeacetylas (Katan-Khaykovich
a Struhl, 2002).

Jak uZ bylo zminé&no, kromé& histont mohou byt histondeacetylasami deacetylovany
i dalsi proteiny. Mimo protein p53 (Luo et al., 2000) jsou jimi dale napf. a-tubulin
(Hubbert et al., 2002) a MyoD (Sartorelli et al., 1999). Tato skute¢nost poukazuje

na komplexni funkci pro HDAC v mnoha bunéénych procesech.
2.3.3 Regulace aktivity HDAC in vivo

Nékter¢ HDAC — jako HDAC tiidy I rodiny RPD3/HDAL - jsou soucasti velkych

multiproteinovych komplext, které zprosttedkovavaji jejich kolokalizaci s DNA
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a udeluji jim tak cilenou specifitu (Hayakawa a Nakayama, 2010). Dalsi mechanismy
pro regulaci aktivity HDAC zahrnuji nékteré posttranslatni modifikace — fosforylaci
(Cai et al.,, 2001), S-nitrosylaci (Nott et al., 2008), acetylaci (Qiu et al., 2006),
ubikvitinylaci (Hook et al., 2002) a sumoylaci (David et al., 2002), které maji nasledné
dopad napt. na HDAC enzymatickou aktivitu, jejich bunécnou lokalizaci a interakci

s korepresory.

Vroce 2001 byla dvéma vyzkumnymi skupinami prokazana fosforylace
histondeacetylasy HDAC1. Bylo zjisténo, ze C-terminalni doména HDAC1 muze byt
fosforylovana kaseinkinasou 2 (CK2, EC 2.7.11.1) a proteinkinasou A (PKA,
EC 2.7.11.11) (Cai et al., 2001), pficemz fosforylace katalyzovana CK2 probiha
na dvou serinovych residuich C-termindlni domény (Pflum et al., 2001).
V nasledujicich letech, bylo identifikovano mnoho dalSich kinas a fosforyla¢nich mist
pro témé&f vSechny HDAC (Brandl et al., 2009). Mezi dalsi kinasy, které mohou
fosforylovat tfidu | HDAC, patii proteinkinasa G a proteinkinasa zavisla
na vapniku/kalmodulinu.  Fosforylace prostiednictvim  proteinkinasy  zavislé
na vapniku/kalmodulinu byla prokéazana také u HDAC5 a HDAC7 (Brandl et al., 2009).

Ttida 1 HDAC také podléha dalS§im posttranslaénim modifikacim, jako jsou
acetylace, ubikvitinylace a sumoylace. Acetylace HDACI1 byly prokazana u intaktnich
bunék po predchozi expozici dexamethasonu (Qiu et al., 2006). Histonacetyltransferasa
HAT P300 acetyluyje HDACI1 uvnitt jeji katalytické domény a ma za nasledek
dramatickou inhibici enzymové aktivity HDAC1 (Qiu et al., 2006).

2.3.3.1 NO a S-nitrosylace

NO vystupuje jako dynamicky reguldtor pro velky pocet proteind. Kromé toho, Ze
se mize véazat na proteiny, jejichZz soucasti jsou piechodné kovy, jako je tomu
u guanylatcyklasy (Severina et al., 2003) ¢i hemoglobinu (Jia et al., 1996), NO mize
kovalentné modifikovat cilené proteiny, a to indukci nitrosylace cysteint (S-nitrosylace)

nebo nitraci tyrosinti (Tyr-nitrace) (Stamler et al., 2001).

Zatimco nitrace tyrosini je spojovana predevSim s oxidacnim poSkozenim
a degradaci proteinti, S-nitrosylace je fyziologicka posttranslaéni modifikace podobna

fosforylaci (Stamler et al., 1997). Ve vétsiné ptipadli je NO generovan enzymatickou
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reakci, kterd je katalyzovana synthasou oxidu dusnatého (NOSs; EC 1.14.13.39).
Proteiny mohou byt také nitrosylovany ndsledné¢ po vymeéné nitrosylové skupiny
s dalsim bunénym S-nitrosothiolem (SNOs) vV procesu zvaném trans-nitrosylace
(Marino a Gladyshev, 2010).

Navzdory expresi nejméné jedné isoformy NOS ve vétsing typt zivocisnych bunék,
se S-nitrosylace zd4 byt vysoce specifickou modifikaci. Specifita na cilené cysteiny
zavisi, alesponl CasteCn€, na motivu acidobazického konsenzu. Ptitomnost tohoto
motivu, miZze zaviset na terciarni nebo kvartérni struktufe proteinu, jako je tomu

u kaspasy-3 (Mitchell et al., 2007) a hemoglobinu (Stamler et al., 1997).

S-nitrosylace reguluje aktivitu proteini ovlivnénim jejich katalytické aktivity,
interakci protein-protein, a/nebo subcelularni lokalizaci (Hess et al., 2005). Zavisla
stimulace S-nitrosylace pifimo reguluje aktivitu rdznych transkripénich faktort

zahrnujicich zinkovy prst, napt. NF-xB (Marshall a Stamler, 2001).
2.3.4 Inhibice HDAC

VétSina inhibitort HDAC blokuje pfistup do aktivniho mista histondeacetylas. Mezi
nejucinnéjsi inhibitory HDAC patfi trichostatin A (TSA). Jedna se o fermentaéni
produkt Streptomyces. Pivodné byl pouzivan jako fungicid, ale pozdéji se zjistilo, Ze
ma silné inhibi¢ni G€inky na proliferaci rakovinnych bunék. TSA patii do skupiny
hydroxamovych kyselin a in vitro je efektivni jiz v nanomolarnich koncentracich
(Yoshida et al., 1990). Vyjimkou pro inhibi¢ni u¢inek TSA na HDAC je rodina sirtuind,

jejichz enzymova aktivita trichostatinem A potlacovana neni (Imai et al., 2000).

Dale mezi inhibitory HDAC patii skupina mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
jako je butyrat (Kruh, 1982) a valproova kyselina (Gottlicher et al., 2001).

Tteti skupinou inhibujici histondeaceylasovou aktivitu jsou cyklicka tetrapeptidova
antibiotika. Vé&tSina z nich je produkovana bakteriemi nebo houbami, napt. apicidin
(Darkin-Rattray et al., 1996). N¢&kter¢, jako depsipeptid, jsou ale syntetizovany (Narita
et al., 2009).

16



VétSina  inhibitort  HDAC  zplisobuji  reversibilni inhibici, vyjimkou jsou
napf. trapoxin a depudesin, ktefi inhibuji enzym irreversibilné odlisnym mechanismem

- kovalentni vazbou k epoxyketo-skupiné (Furumai et al., 2001).

Inhibice HDAC muze vyustit v hyperacetylaci histonil, kterd mi za nasledek aktivaci
transkripce né€kterych genu skrze relaxaci konformace DNA (Suenaga et al., 2002).
Obecné plati, ze inhibitory HDAC jsou schopny indukovat zastavu rastu, diferenciaci
(Munster et al., 2001) a apoptozu (Carducci et al., 1996) rakovinnych bunék in vitro

a in vivo.
2.4 Rostlinné HDAC

Rostlinné proteiny s histondeacetylasovou aktivitou byly poprvé charakterizovany
u hrachu (Pisum sativum) v roce 1988 (Sendra et al., 1988). Na zaklad¢ sekvenc¢ni
homologie s kvasinkovymi HDAC jsou rostlinné HDAC rozdéleny do tii odlisSnych
rodin RPD3/HDA1, SIR2 a HD2 (Pandey et al., 2002).

U Arabidopsis thaliana bylo popsano 16 HDAC. Z celkového pocétu 16
histondeacetylas jich 10 patiéi do rodiny RPD3/HDA1 (ozna¢ovany symbolem HDA),
4 patii do HD2 rodiny (oznaceny jako HDT) a 2 c¢lenové patii do SIR2 rodiny
(oznaceny SRT) (Pandey et al., 2002).

2.4.1 Fylogeneze rostlinnych HDAC

RPD3/HDAT1 jako rodina HDAC se nachazi u vSech eukaryotickych organismi, ¢lenoveé
rodiny RPD3/HDAL jsou spojovany s kvasinkovymi proteiny RPD3 a HDAL. K nim
homologni proteiny, které maji schopnost utilizace acetatu a acetylpolyamin-aminovou
hydrolasovou aktivitu, jsou ptitomny u bakterii a archebakterii, tedy u organisma
postradajicich histony (Kadosh a Struhl, 1998). HD2 proteiny, tzv. ,,HD-tuiny*, byly
poprvé identifikovany u kukufice (Zea mays) jako histondeacetylasy specifické
pro rostliny, u zivoc¢ichti ani kvasinek nalezeny nebyly (Lusser et al., 1997). SIR2
rodina rostlinnych HDAC se od ostatnich skupin odliSuje strukturou a pozadavkem
na kofaktor NAD", stejné jako je tomu u Zivo¢isnych analog. Clenové rostlinné SIR2

rodiny jsou opét homologni se SIR2 proteiny kvasinek (Imai et al., 2000).
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2.4.1.1 Rodina RPD3/HDA1

Sekvencni analyza odhalila, ze vétSina z proteint této tiidy obsahuje velkou doménu
homologni s kvasinkovym RPD3 proteinem (Reduced Potassium Deficiency 3), ktera
pokryva vétSinu N-konce a kratkou C-terminalni oblast s variabilnéjsi sekvenci

(Khochbin a Wolffe, 1997).

U kvasinek jsou pfitomny dva histondeacetylasové komplexy, vici kterym je
nasledn¢ srovnavana rodina RPD3/HDAT. Jeden histondeacetylasovy komplex zahrnuje
RPD3 protein a druhda HDA1 (Rundlett et al., 1996). Tyto dva proteiny se lisi citlivosti
k trichostatinu A, HDAI1 je citlivéjsi. Navic komplex zahrnujici RPD3 je specificky
cilen na geny, které jsou regulovany transkripnim faktorem UMEG6, zatimco HDA1

tyto geny neovliviiuji (Rundlett et al., 1998).

Kvasinkovy RPD3 homolog byl u rostlin poprvé objeven u kukufice (Rossi et al.,
1998). HDI1A protein byl prvné purifikovan z kli¢iciho embrya kukufice, byl
pojmenovan ZmHdal a je to nejlépe charakterizovany HDAT1 typ histondeacetylas.
HDIA podléha fosforylaci vyust'ujici ve zna¢nou aktivaci enzymové aktivity a zménu

substratové specifity (Brosch et al., 1992).

RPD3/HDAI1 jako rodina histondeancetylas pro svoji katalytickou aktivitu vyzaduje
kation Zn** (Finnin et al., 1999). Aktivni misto histondeacetylas RPD3/HDAL se opé&t
sklada ze zakiiveného tubularniho tvaru, s katalytickym mistem pro Zn?* ion,
lokalizovaného ve spodni ¢asti kapsy. Zinecnaty ion a nékolik vedle sebe
konzervovanych zbytki (vCetné dvou vedle sebe histidinovych zbytk, dvou
aspartatovych zbytkd a jednoho tyrosinového zbytku) jsou nezbytné pro katalyzu

odstranéni acetylové skupiny (Finnin et al., 1999).

Na zaklad¢ jejich sekven¢ni podobnosti, jsou RPD3/HDAT1 déleny do tii tfid. VSichni
¢lenové maji charakteristickou HDAC doménu (Interpro: IPR003084) (Pandey et al.,
2002).

Existuje velka strukturalni rozdilnost mezi jednotlivymi HDAC této rodiny proteini.
Nekteré histondeacetylasy RPD3/HDAI1 rodiny obsahuji kromé konzervované HDAC
domény napt. oblast bohatou na poly-glycin ((HDA 6, 7, 9 a 17), nebo oblast bohatou
na aspartat (HDA 6, 9, 10, 15 a 17) (Alinsug et al., 2009). Soucasti n¢kterych HDAC
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této rodiny je sekvence kodujici jaderny lokalizacni signal (NLS) (HDAS, 6, 14, 15, 18
a 19). Naopak nékteré zHDAC (HDAZ2, 8, 15 a 18) obsahuji aminosekvenci
pro jaderny exportni signal (NES) (Alinsug et al., 2009).

2.4.1.2 HD-tuiny

HD-tuiny se nachazi pouze u rostlin (obr. 6). U kukufice jsou lokalizovany v jadie
Vtésné vazbé na chromatin. Sdili homologii s dal$imi jadernymi proteiny, coz
naznacuje, ze HD2 mohou byt zapojeny do regulace ribosomalnich RNA gent (Lusser
et al., 1997). Tyto histondeacetylasy, nékdy oznacované jako HD2, jsou vzdalené
spojovany se tiidou peptidyl-prolyl cis-trans isomeras, které jsou pfitomny u hmyzu
a kvasinek (Aravind a Koonin, 1998).

{ HDT1501 (bavina) —
HDTI1601 (kosmatcovité)
,7 HDTI1141 (brambory)

HDTI1101 (rajce)

—————— HDT3(4rabidopsis)
———— HDT4(4rabidopss)

—,7 HDT2(4rabidopsis)

HDT1 (Arabideopsis)
HDTI1602 (kosmatcovité)

4|7 HDT1402 (brambory)
— — HDTI1102 (rajce)

—— dvoud&lozné

L HDTI1103 (rajée)
HDT1501 (bavina)

r HDT1301 (Barrel medic)
L HDTI202 (sdja)
_: HDTI1302 (Barrel medic)
HDT1702 (Lotusjaponicus) —_—
: HDTS801 (p3enice)
HDTB802 (psenice)
————— HDTI1001 (je¢men)
| HDT101 (kukufice)
HDT901 (Cirok)

Zm Hd2c¢ (kukurice)

_l I: Zm Hd2b (kukuiice)

Zm Hd2a (kukufice)
——— HDT701 (ryze)

= jednodélozné

Obr. 6 Fylogeneze rostling specifické rodiny HD-tuinti (upraveno podle Ma et al., 2013).

Sekvenéni analyza HD-tuini u Arabidopsis, kukufice a ryze ukazala, Ze se tyto

proteiny skladaji z N-terminalni domény s konzervovanym pentapeptidovym motivem
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MEFWG, kyselé centralni domény a variabilni C-terminalni domény (Dangl et al.,
2001). U téchto analyzovanych proteinti byla na C-konci pfitomna domnéla struktura
zinkového prstu typu TFIIIA, ktery je u rostlin ve vétSiné piipadi zapojovan
do rozpoznavani specifickych sekvenci DNA. Analyzované proteiny vSak postradaly
konzervovanou sekvenci QALGGH typickou pro tento typ zinkového prstu. Proto
se predpoklada, ze samotny zinkovy prst je zapojen do interakci protein-protein (Dangl
etal., 2001).

U Arabidopsis byly identifikovany ¢tyii ¢lenové: HDT1, HDT2, HDT3 a HDT4 (Wu
et al., 2000). Ztrata rozsahlé centralni domény, bohaté na glutamat a/nebo aspartat,
a domény s predpokladanou katalytickou aktivitou vedlo u AtHD2A ke snizeni exprese
gend, coz naznacuje, Ze ob¢ tyto domény jsou esencialni pro funkce AtHD2A (Wu et al.,
2000). Centralni kysela doména muze byt dulezita pro asociaci deacetylas s bazickymi
konci histonti (Lusser et al., 1997). Naopak ztrata C-terminalni domény u AtHD2A
neméla na aktivitu exprese gentt dopad, coz naznacuje, Ze neni vyzadovana pro represi
gend. C-terminalni doména je U jednotlivych ¢lent HD2 rodiny konzervovand méné

a muze byt zapojovana do interakci protein-protein (Wu et al., 2000).
2.4.1.3 Sirtuiny

Odliseni HDAC typu Il (sirtuiny) je zaloZzeno na jejich sekvenéni homologii
s kvasinkovym Sir2 proteinem (Silent Information Regulator 2). Predstavuji unikatni
skupinu NAD®-zavislych HDAC, které na rozdil od Rpd3 a HD-tuini nejsou
inhibovany TSA (Imai et al., 2000).

Rostliny ve srovnani s houbami a zvifaty maji redukovany pocet gent kodujicich
SIR2 proteiny. Napt. kvasinky maji pét SIR2 gent, lidské bunky jich maji sedm, ale
kukufice ma pouze jediny SIR2 gen. Arabidopsis ma dva sirtuiny, SRT1 a SRT2, patfici
do skupiny IV a Il (Frye, 2000). Ttidy SIR2 jako histondeacetylas jsou podrobng&ji
popsany V kapitole o zivoc¢isnych HDAC (viz 2.3.1.2).

2.4.2 Substraty rostlinnych HDAC

VSechny jaderné histony, H2A, H2B, H3 a H4, mohou byt substraty rostlinnych

histondeacetylas, ackoli jednotlivé HDAC maji odliS§nou specifitu pro rizné histony.
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Specifiénost HDAC byla podrobné popsana napt. u kukuficnych HDAC (Koélle et al.,
1999).

— HDI1A, HD1B a HD2 z kli¢icich kukufi¢nych embryi preferuji histony H3.

— HD1A a HDI1B deacetyluji H2A a H4 stémér stejnou specifitou, ale vici

histonim HZ2B jsou aktivni mén¢.

— HD2 deacetyluje histony H2A a H2B stejné aktivné, ale jeho enzymova aktivita
k H4 je nizsi.

— Kukuiicné HD-tuiny jsou také specifické k histonim V zavislosti na stupni

acetyla¢niho stavu a na pozici acetylovaného lysinu (Kolle et al., 1999).

Nejcastejsi se acetylace u rostlin uskuteciiuji na péti lysinovych zbytcich
na histonech H4, konkrétné na lysinech K5, K8, K12, K16 a K20 (Waterborg, 1992). To
je rozdilné od Zivocichu a kvasinek, kde lysin K20 na histonu H4 neni acetylovan, ale je

methylovan (Fang et al., 2002; Edwards et al., 2011).

Roku 1992 bylo poprvé Broschem et al. popsano, ze histondeaceylasy mohou byt
regulovany fosforylaci, ktera vyvola zménu jejich substratové specifity. Po fosforylaci
byla specifita kukuti¢cné HD1-A pro histony H2A dvojnasobné zvysena, zatimco jejich
specifita pro H3 byla sniZena pfiblizn¢ na 60% (Brosch et al., 1992). Nativni kukuii¢né
HD1-A deacetyluji tri- a tetraacetylované histony H4 pouze casteéné, avsak
defosforylované HD1-A deacetyluji di-, tri- a tetraacetylované histony H4 kompletné
(Kolle et al., 1999).

Jak uz bylo zminéno, HDAC maji odlisnou specifitu pro lysiny na rdznych mistech
histonti. U hrachovych histondeacetylas HD1 deacetyluje na histonech H4 lysiny
V polohdch 5 a 16, pficemZ preference je vyssi v pfipadé lysinu K16. Preferovana
residua na histonech H3 jsou K4>>K18 ~ K9. Histondeacetylasa HD2 na histonech H4
upiednostiuje lysinova residua v poradi K8~K5>K16, preferovanymi cili na histonech
H3 jsou lysiny K4 a K18 (Clemente et al., 2001).

Specifita HDACs pro rtizné histony mize byt spojovana s jejich odlisnymi funkcemi
pii transkripci, jak to bylo popsano u kvasinek. Rpd3 deacetyluje vSechny zkoumané

lysiny u jadernych histontt H3, H4, H2A a H2B krom¢ lysinu v pozici 16 na histonu H4
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(H4K16) (Suka et al., 2001), zatimco Hos2 preferuje deacetylaci histoni H3 a H4
véetné H4K 16 (Wang et al., 2002).

2.4.3 Inhibitory rostlinnych HDAC

Stejné jako v piipadé mechanismu pusobeni rostlinnych HDAC, tak i jejich inhibice je
obdobna inhibici zivocisSnych HDAC (viz kapitola 2.3.2.4). Je piedevSim zaloZena
na premisténi nebo vytésnéni iontu zinku z aktivniho mista, coz vyusti v deaktivaci

HDAC katalytické aktivity (de Ruijter et al., 2003).
2.4.3 Regulace aktivity rostlinnych HDAC in vivo

Jedna se ptredevsim o posttranslacni modifikace, jako je fosforylace. Ta je béznym
procesem napi. pro aktivaci mitogenem aktivovanych proteinkinas (MAPK), ktera je
jednim z prvnich procestt odpovédi rostliny na napadeni avirulentnimi patogeny (Zhang
a Liu, 2001). Jak jiz bylo zminéno v kapitole zabyvajici se substratovou specifitou
rostlinnych HDAC (2.4.2), tak bylo popsano, Ze histondeaceylasy mohou byt
regulovany prave fosforylaci, kterd mé za nasledek zménu Vv jejich substratové specifité.
Domnélym substratem proteinkinas je 1 ZmHD2, tedy kukuficnd jaderna HDAC
z rodiny typu II. Pro ZmHD2 se ukéazalo, ze je fosforylovana in vitro rekombinantni

kaseinkinasou 2 (CK?2), znamou jadernou PK (Lusser et al., 1997).
2.3.4 Uloha HDAC v obrané rostlin

Rostliny jsou ovlivilovany biotickymi a abiotickymi faktory v zavislosti na jejich
zivotnim prostfedi na né€kolika Urovnich. Kromé fyziologickych zmén a spusténi
obrannych mechanismi dochazi i ke zméndm rostlinného genomu. Piikladem je
aktivace transpozonti v zavislosti na zivotnich podminkach rostliny (Grandbastien et al.,
2005) nebo indukce mutaci pii pusobeni nékterych chemickych slou¢enin (Kovalchuk
et al., 2000). Dale byla prokazana flexibilita genomu v odpovédi na napadeni rostliny
patogenem (Lucht et al., 2002). Rostliny jsou schopny vyuzivat systémt zodpovédnych
za rozpoznani patogent S naslednou aktivaci drah vedoucich k obrannym reakcim.
S patogenem spojené molekularni vzory (PAMPs), obecnéji elicitory (Zipfel a Felix,
2005), jsou rozpoznavany receptory, které jsou soucasti vrozené imunity. Tyto interakce
mezi PAMPs a jejich odpovidajicimi receptory zahrnuji drahu specifické signalni

transdukce, ktera vede k systémové ziskané rezistenci (SAR) proti Sirokému spektru
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patogeni. SAR miize byt zesilena indukci hypersenzitivni reakce (HR), nebo
lokalizované programované smrti (PCD). Ta je spojovana s omezenim patogenu v misté

infekce (Ma a Berkowitz, 2007).

Rostliny si tedy vyvinuly nékolik obrannych mechanismt, kterych vyuzivaji
v zavislosti na typu uto€iciho patogenu. Zasadni slozkou obrannych mechanismi rostlin
jsou procesy, které jsou spojeny s reprogramovanim transkripce. Jak se v posledni dob¢
prokdzalo, tak modifikace chromatinu - véetné¢ acetylace a deacetylace - jsou dalSim

stupném regulace téchto obrannych mechanismu (Choi et al., 2012).

V praci S. Bourque et al. bylo popsano, ze specifické rostlinné HDAC typu 2 puisobi
jako negativni regulatofi u elicitorem-indukované bunééné smrti u tabaku N. tabacum,
coz naznacuje, ze HR je kontrolovana posttranslaénimi modifikacemi véetné acetylace

a deacetylace jadernych proteint (Bourque et al., 2011).

Pro podporu tvrzeni 0 roli HDAC ve zprostiedkovani obrannych reakci bylo
demonstrovano, ze HDA19 zrodiny RPD3 A. thaliana se podili na rezistenci vici
Pseudomonas syringae, a to interakci s typem III transkripénich faktord, WRKY38
a WRKY62 (Kim et al., 2008). Dale se ukazalo, z2 HDAC mohou byt zapojeny
v kontrole bunééné smrti. Pfikladem toho je knock-outovani SIR2 HDAC u ryze, které
vyvolalo pravé bunécnou smrt (Huang et al., 2007). Takovéto vysledky naznacuji, ze
acetylace a deacetylace jadernych proteint mize mit dilezitou roli v obrané rostlin vici

patogentim.

U kukufice jsou HDAC potiebné pro toleranci vici houbovému patogenu. Béhem
vystaveni patogenni houbé C. carbonum byla u citlivych linii kukufice pozorovana
inhibice HDAC aktivity in vitro (Brosch et al., 1995) i in vivo (Ransom a Walton,
1997). Houbovy patogen C. carbonum produkuje HC-toxin, histondeacetylasovy
inhibitor, ktery potlacuje HDAC aktivitu u citlivych kukufi¢nych linii (hm/hm).
Rezistentni kukufi¢né linie (Hm/Hm) exprimuji Hm gen, ktery kéduje NADPH zavislou
karbonylreduktasu, ktera detoxifikuje HC-toxin a chrani tak HDAC vii¢i této inhibici
(Ransom a Walton, 1997).

Dalsi ptikladem zapojeni HDAC do obrannych reakci rostlin vici napadeni
patogenem je HDA19 zrodiny RPD3/HDAl. U Arabidopsis je HDA19 zapojena

do potladeni obranné reakce zprostiedkované kyselinou salicylovou (SA). Bylo
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ukazéno, ze ztrata HDAI19 aktivity vedla ke snizeni obsahu kyseliny salicylové
a potladeni exprese skupiny genii potfebnych pro akumulaci SA a s patogenezi
spojenych gent (PR). To vyustilo ve zvySenou odolnost vi¢i Pseudomonas syringae
(Choi et al., 2012).

Rostliny musi celit nejen biotickému stresu, vyvolanému patogeny, ale také
nebo naopak chladem. U rostlinnych HDAC bylo jejich zapojeni do reakci na abioticky
stres popsano napi. U Arabidopsis thaliana. Bylo zjisténo, ze AtHDAB, patiici do rodiny
HDAC homologni s RPD3 proteinem, je zapojena Vv odpovédi spojené s kyselinou
abscisovou (ABA), ktera je potfebnad pro toleranci vici stresu vyvolaného salinitou
(Chen et al., 2010). Zapojeni v odpov&di na stres vyvolany salinitou a spojeny s ABA
byl u A.thaliana popsan i pro HD-tuiny. Byl proveden pokus s rostlinami A. thaliana,
které byly vystaveny 300mM koncentraci NaCl. Ukazalo se, Ze po 20. dnu pisobeni
NaCl ptiblizné 60 % listi u transgennich rostlin s overexpresi genu pro AtHD2C
piezilo, zatimco u WT listd to bylo jen 5%. Snizena citlivost k NaCl byla u transgennich
rostlin s overexpresi genu pro AtHD2C prokazana i v procesu kli¢eni. (Sridha a Wu,
2006). Pro AtHD2C bylo prokazano, Ze se vaze na histony H3 a interaguje s AtHDAG
za ucelem regulace exprese gend souvisejicich s abiotickym stresem (Luo et al., 2012).
Obdobné byl pozorovan vliv chladu na histondeacetylasy u kukufice, které¢ jim byly

siln€ indukovany a dochazelo k deacetylaci histond H3 a H4 (Hu et al., 2011).
2.5 Prehled metodik pro stanoveni aktivity histondeacetylas

2.5.1 Radiografické metody

Jedny z prvnich metod pouzivanych pro zkoumani a stanoveni aktivity histondeacetylas

jsou zaloZeny na pouziti radioaktivn€ znacenych substrati.

Pti ptipravé radioaktivné znacené¢ho substratu jsou dané bunky nejprve kultivovany
na plastickych discich s inhibitorem proteosyntézy — cykloheximidem, ktery je pfidan
pfimo do kultivaéniho média. Cykloheximid zabraniuje inkorporaci radioaktivné
znaCeného acetdtu do nové syntetizovanych histond. Po 30 minutové inkubaci
s cykloheximidem jsou buniky promyty a nasledné 1 hodinu inkubovany pii 37°C

s Gerstvym médiem obsahujicim [*H]acetat, butyrat sodny (nebo jiny inhibitor HDAC)
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a cykloheximid. Z takto pfipravenych bun¢k jsou poté izolovany radioaktivné znacené
histony (Sun et al., 2003).

Testované vzorky jsou nejprve inkubovéany s fosfatovym pufrem o pH = 7
a acetylovanymi histony znaenymi tritiem ([*H]acetat). Jako kontrola je pouZivéna
reakce identicka té pro testované vzorky s vyjimkou toho, ze se vzorek pred iniciaci
enzymové reakce necha 5 minut povafrit, aby se znicila jeho enzymova aktivita (Sun
et al., 2003). Po probéhnuti inkubace vzorku HDAC se znaCenym substratem
a reak¢nim pufrem, pii 37°C po dobu 1 hodiny za stalého tiepani, je enzymova reakce
zastavena piidavkem smési kKyseliny octové a chlorovodikové. Uvolnény radioaktivné
znaCeny acetat je extrahovan ptidavkem ethylacetatu. Po centrifugaci je ¢ast horni faze
prenesena do vialky obsahujici scintilaéni tekutinu a mnozstvi uvolnéného [*H]acetatu
se stanovi kapalinovou scintilaéni spektrometrii. Enzymova HDAC aktivita je
dopocitana nasledovné:

polet zableskt 3H (vzorek)(dpm) — polet zableskti 3H (kontrola) (dpm)

cas (h)
objem vzorku (ml)

HDAC aktivita =

(pfevzato ze Sun et al., 2003).

Dals§i moZnosti je stanoveni HDAC aktivity po elektroforetickém rozdéleni
V polyakrylamidovém gelu za nedenaturujicich podminek nebo izoelektrické fokusace.
Vytiznuté bandy s HDAC proteiny jsou ponofeny do reak¢niho pufru a inkubovany
se substratem zahrnujicim acetat — znaceny tritiem H - po dobu 1 hodiny pii 30°C
za stalého tfepani. Reakce je zastavena pfidavkem smési kyseliny chlorovodikové
a octové a znaCeny acetat je pii pokojové teplot€¢ opét extrahovan piidavkem
ethylacetatu. Po nasledné centrifugaci je odebrana ¢ast horni faze a je stanovena

radioaktivita kapalinovou scintila¢ni spektrometrii (Kolle et al., 1998).
2.5.2 Spektrofotometrické metody

Aktivita HDAC mitze byt také stanovena spektrofotometricky za pouZziti
kolorimetrickych substratii. Pro tato stanoveni se vyuZzivaji komer¢ni kolorimetrické
Kity. Vzorek proteinu vykazujici histondeacetylasovou aktivitu je nejprve inkubovan

se substratem, ktery ma na postrannim fetézci navazany acetylovany lysin. Inkubace
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probiha alespon 30 minut pii 37°C (nebo jiné teploté - podle typu vzorku). Poté je
pfidan ,,developer” lysinu a inkubuje se dalSich 10-15 minut pfi dané teploté.
Deacetylovany lysin reaguje S ,,developerem® lysinu, ¢imz se ze substratu uvolni
chromofor, jehoz odezva se zméfi spektrofotometricky pii 405 nm (obr. 7) (Enzo Life

Sciences: Color-de-Lys® HDAC colorimetric activity assay kit).

Color de Lys Color de Lys Color de Lys
HDAC 0 DEVELOPER chromofor
- . + H-C //r/ —_—-
Ha0 TN D = 405 nM
0
HN.__ |40 NH,
CH3

Obr .7 Princip kolorimetrického stanoveni aktivity HDAC (upraveno podle Enzo Life Sciences:
Color-de-Lys® HDAC colorimetric activity assay kit).

Kolorimetrické kity pro stanoveni HDAC aktivy nabizeji napt. firmy BioVision
a Enzo Life Sciences. Jejich vyhodou je jednoduchy protokol, ktery nevyzaduje
radioaktivni znaceni a dlouhé pfipravy vzorkid zahrnujici napt. chromatografii. Méfeni
produkti pti 405 nm je kompatibilni pro vétSinu mikrodestickovych readert a je tak
umoznéna soucasna analyza velkého mnozstvi vzorkd. Nevyhodou téchto kit je, ze
nebyva uvedeno presné chemické slozeni substratu a ostatnich reagentll (Enzo Life

Sciences: Color-de-Lys® HDAC colorimetric activity assay Kit).
2.5.3 Fluorimetrické metody

Zakladem analyzy je pouZiti fluorogenniho peptidového substratu, obsahujiciho
acetylovany lysin a navazany 7-amino-4-methylkumarin na C-konci peptidu. Analyza
zahrnuje dva kroky. V prvnim kroku nejprve dochazi k deacetylaci g-acetylovaného
lysinového residua peptidového substratu. V druhém kroku nastava S$tépeni
nechranéného deacetylovaného substratu trypsinem s néslednym uvolnénim
fluoreskujiciho  7-amino-4-methylkumarinu (obr. 8). Fluorescence je detekovana
pii vlnovych délkach excitace Ae = 390 nm a emise Aem = 460 Nnm. Nardst fluorescence
je pfimo imérny mnozstvi deacetylovanych molekul substratu a tedy aktivit¢ HDAC.

(Wegener et al., 2003a).
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Obr. 8 Princip stanoveni enzymové aktivity HDAC (upraveno podle Wegener et al., 2003a).

Nedostatkem uvedené metody je, ze deacetylovand forma substratu je pomérné
slabym substratem pro trypsin (Km > 594 uM), coz vede ve druhém kroku reakce
k vysokym spotfebdm enzymu. Proto bylo navrzeno vylepSeni této metody za pouziti

nového substratu (Wegener, 2003b).

Publikovana vylepSena verze metody zahrnuje substrat, Tos-Gly-Pro-Lys(Ac)MCA,
ktery je dobfe kompatibilni se Stépenim trypsinu a je vhodny pro sledovéani aktivity
Siroké skaly enzym, véetné HDAC a piibuznych enzymi pfitomnych u bakterii. Dalsi

vyhodou této metody je jeji vysoka citlivost (Wegener et al., 2003Db).

Kromé substratu bylo upraveno slozeni reakéniho HDAC pufru a ,,stop roztoku*
(obsahujiciho inhibitor HDAC) s trypsinem. V ptivodnim reakénim pufru byl 10% (v/v)
glycerol nahrazen 0,1% (w/v) PEG8000, a na misto toho byl pfidan o0 koncentraci
30 % (v/v) do ,stop roztoku trypsinu“, kde byla koncentrace trypsinu z pivodni
hodnotyl0 mg/ml snizena na 0,01 mg/ml. Tato koncentrace trypsinu pro substrat
Tos-Gly-Pro-Lys-MCA byla dostatena pro to, aby byl substrat zcela rozstépen jiz
béhem 1 minuty za danych podminek metody (Wegener et al., 2003Db).
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Fluorimetricka metoda byla také optimalizovana pro pifimé méfeni bunécné HDAC
enzymové aktivity za pouziti substratu Boc-Lys(Ac)-7-amino-4-methylkumarinu, ktery
je schopen prostoupit do bunék. Po 1yzi bunék je deacetylovany produkt Boc-Lys-AMC
Sté€pen trypsinem za uvolnéni fluoroforu AMC, ktery je opét detekovan (Ciossek et al.,
2008).

Pro fluorimetrickd stanoveni mohou byt stejné jako u spektrofotometrickych metod
pouzity komer¢ni kity. Nabizi je napf. firmy Abnova, BioTek, Enzo Life Sciences,

Sigma-Aldrich.
2.5.5 Luminiscen¢ni metody

Existuji 1 bioluminiscenéni metody, které mohou byt pouzity pro sledovani HDAC

aktivity histondeacetylas ze tiidy I, IT ,,klasické rodiny* a sirtuinti (Halley et al., 2011).

V ptipadé¢ metody HDAC-Glo I/ll pro HDAC “klasické rodiny” ze tfidy I a II je
pouzivan luminogenni substrat zahrnujici acetylovanou peptidovou sekvenci odvozenou
od histonu H4, ktera je konjugovana saminoluciferinem. Deacetylace lysinového
residua HDAC umozni specifické proteolytické Stépeni luminogenniho substratu
enzymem z ,,developerového reagentu. Stépenim vznikly aminoluciferinovy produkt je
substratem pro luciferasu. Mnozstvi vyprodukovaného svétla, vzniklé reakci
katalyzované luciferasou, odpovida HDAC aktivit¢ (obr. 9). Analogem je metoda
SIRT-Glo pro sirtuiny vyuzivajici luminogenni substrat vhodny pro tuto rodinu

histondeacetylas (Halley et al., 2011).
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Obr. 9 Princip bioluminiscenéni metody pro stanoveni HDAC tiidy I a II (upraveno podle
Halley et al., 2011).

2.5.4 Metoda Western Blot

Dalsi moznosti, jak sledovat aktivitu histondeacetylas, je z hlediska jeji inhibice.
Metody pro testovani HDAC aktivity pfimo v bunikach, vyuzivajici kvantifikace
ucinnosti inhibitordt HDAC, jsou zaloZeny napf. na stanoveni hyperacetylace jadernych
histontt H3 a H4 metodou Western blot za pouziti specifické primarni protilatky proti
acetylovanym  histonim  (pf.  primdrni  polyklonalni  krali¢i  protilatka

anti-(acetyl-histon H4) a k ni pfislusné sekundarni protilatky (Wegener et al., 2008).

Western blot je také pouzivan k detekci HDAC, jsou-li k dispozici specifické
primarni protilatky proti danym HDAC. Ptenos proteini s naslednou imunodetekei
HDAC byl popsan jak na nitrocelulosové (Huber et al., 2007), tak na PVDF membrané
(Kim et al., 2007).

2.5.6 HPLC

Pro stanoveni aktivity HDAC pomoci HPLC byly vyvinuty pfedev§im neisotopické

metody za pouziti fluorescenéné znacenych substratt HDAC, napi. N-(4-methyl-7-
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kumarinyl)-N-a(terc.butyloxykarbonyl)-N-A-acetyllysinamid (MAL) (Heltweg a Jung,
2003).

V piipadé pouziti tohoto substratu je produktem deacetylace derivat lysinu
N-(4-methyl-7-kumarinyl)-N-a-(terc-butyloxy-karbonyl)lysinamid (ML), ktery ma
stejné spektroskopické vlastnosti jako plivodni sloucenina. Proto velmi zalezi
na postupu extrakce. Protonovany amin ML je zachovdan v okyseleném vodném
prostfedi a zbyvajici amid MAL se extrahuje organickym rozpoustédlem. Takto
vyextrahovany MAL se poté kvantifikuje pomoci HPLC (Heltweg a Jung, 2003),
pro kterou se jako mobilni faze pouziva smés acetonitril:voda (40:60 (v/v)), elu¢nim
roztokem je acetonitril:voda s0,01% TFA (55:45 (v/v)) a interni kontrolou je
7-hydroxykumarin. Méfeni je provadéno pii vinovych délkach excitace Aex = 330 nm

a emise Aem = 395 nm (Heltweg a Jung, 2002).

2.5.7 Stanoveni posttransla¢nich modifikaci

2.5.7.1 Stanoveni fosforylace

Fosforylace je jednou z nejbéznéjsich posttranslaénich modifikaci, ktera ma mimo jiné

vliv na regulaci a ovlivnéni substratové specifity histondeacetylas (Brosch et al., 1992).

Pro stanoveni fosforylace proteini se vyuzivd znaCeni radioaktivnim izotopem
fosforu ¥P. V praci Stéphane Bourque et al., zabyvajici se histondeacetylasami NtHD2a
a NtHD2b u Nicotiana tabacum, bylo postupovano tak, ze byla nejprve provedena
in vivo fosforylace s 3?P-H3POy, kdy byly buiiky tabaku po dobu 15 minut vystaveny
pusobeni $2p_H,P0,, Poté byly extrahovany jaderné proteiny a byla ovéfena ptipadna
cytosolicka kontaminace pomoci markeru glukosa-6-fostatdehydrogenasy. Dale
probéhla dvou-dimenzionalni elektroforéza s linearnim pH gradientem V rozmezi
4-7 jednotek pH. Fosforylované proteiny byly detekovany autoradiografii (Bourque
etal., 2011).

2.5.7.2 Stanoveni S-nitrosylace

Pro dikaz a stanoveni S-nitrosylace proteinti se pouzivaji metody zalozené na rozkladu

S-nitrosothiolu (RSNO) a nasledné detekci uvolnénych produktt, které jsou bud’
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v podob¢ volného thiolu ( napt. u biotin switch techniky) (Jaffrey a Snyder, 2001) nebo
oxidu dusnatého (napt. u chemiluminiscence) (Archer, 1993).

Biotin-switch metoda byla poprvé detailné popsana Jaffreym a Snyderem. Principem
je specifické znaeni S-nitrosylovaného proteinu biotinem (Jaffrey a Snyder, 2001).
Pichled metody je zobrazen na obr. 10. Nejprve dochazi k blokaci volnych thiolovych
skupin proteinu inkubaci s metylaénim c¢inidlem specifickym pro thioly. Inkubaci
s methylacnim ¢inidlem piedchézi piidani dodecylsulfatu sodného (SDS), aby doslo
k uvolnéni skrytych SH-skupin cysteinovych residui. V dal$im kroku dochazi k redukci
vazeb S-NO za vzniku volnych —SH skupin, které nasledné reaguji s biotynyla¢nim
¢inidlem specifickym pro sulfhydrylové skupiny. Takto znacené proteiny jsou déleny
SDS-PAGE za nepiitomnosti redukujicich ¢inidel a S-nitrosylace proteini mize byt
detekovana imunoblotingem za pouziti protilatek specifickych proti danym proteintim.
Nebo mohou byt biotynylované proteiny purifikovany afinitni chromatografii za pouziti

avidinu (Forrester et al., 2009).
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Obr. 10 Princip metody biotin-switch (upraveno podle Forrester et al., 2009).
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Modifikaci biotin-switch metody je znaceni S-nitrosylovanych proteinil
fluorescenénim barvivem namisto biotinu. Optimalizovana fluorescencni switch metoda
eliminuje potfebu Westen blotu a umoziuje piimou detekci znacenych
S-nitrosylovanych proteinti pfimo v gelu pomoci cyaninového fluorescenéniho barviva

a diferenc¢ni gelové elektroforézy (DIGE) (Kettenhofen et al., 2008).

Dalsi variantou je His-tag switch metoda. V tomto piipadé se na thiolovou skupinu
cysteinového residua namisto biotinu irreversibilné navazuje His-tag. Volné thiolové
skupiny jsou nejprve irreversibiln¢ blokovany N-ethylmaleimidem a S-nitrosylovana
cysteinova residua jsou redukovéana askorbatem. Nasleduje jejich znaceni peptidy
s His-tagem (obr. 11). His-tagem znacéené proteiny jsou dale purifikovany na kolonkach
a po uvolnéni trypsinem jsou nasledné analyzovany hmotnostni spektrometrii (Camerini

et al., 2007).

Cys—S5—5-Cys Cys—5-5-Cys Cys—S5-S5-Cys
o blokace _a_ o
Cys—SH volnych Cys Cys—S-NEM redukce askorbatem Cys—S-NEM
—_— R —_—
Cys—S-NO Cys—S-NO Cys—SH
Cys—5-5-Cys
alkylace His-tag Cys—SH

peptidem
Cys—5—His-tag peptid

Obr. 11 Princip His-tag switch metody (upraveno podle Camerini et al., 2007).

Pfiméa detekce S-nitrosylace hmotnostni spektrometrii je obtiznd, a to z divodu
labilni povahy vazby S-NO. Naptiklad energie potfebnd pro ionizaci peptidi
pro MALDI-TOF MS je dostatecnd na to, aby rozstépila vazby S-NO. Za pouziti
mirngjSich podminek v piipadé ESI-MS mohou byt nekteré S-nitrosylované peptidy
identifikovany (Lee et al., 2007).

Jednou z dalsich moznosti stanoveni S-nitrosylace proteinii zaloZzenych na detekci
NO je chemiluminiscen¢ni metoda. Existuje vice moznosti, jak méfit generovanou
luminiscenci, avSak detektory vyuzivaji stejného zakladniho principu pro stanoveni NO

uvolnéného z S-nitrosothiold. NO reaguje s ozonem za tvorby NO, , ktery se naslednd
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rozkladd na NO, za soucasn¢ho uvolnéni svétla. Tato reakce probihd v plynné fazi

a je kriticky zavisla na michani NO s ozonem (Archer, 1993).

Pro stanoveni nitrosylovanych proteinli mohou byt také pouzity metody zalozené
na fluorescen¢nim znaCeni. Piikladem je diaminofluoresceinova (DAF-FM)
fluorescenéni metoda, kdy je z RSNO uvolnény NO™ ptenesen na DAF-FM za vzniku
triazolového derivatu, ktery je stanoven pomoci HPLC s reverzni fazi a fluorimetrickou
detekci (Itoh et al., 2000).

Dale lze vyuzit kolorimetrického zpisobu a to tzv. Savillovu metodu zavedenou roku
1958 (Saville, 1958). Jejim principem je uvolnéni NO® z S-nitrosothiolu pisobenim
HgCl,. Schéma reakce je uvedeno na obr. 12. Vznika dusitan, ktery mtize byt po tvorbé
diazoniové soli a nasledné kopulaci SNED <¢inidlem detekovan jako azobarvivo

(Saville, 1958).
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Obr. 12 Princip Savillovy metody (upraveno podle Tarpey et al., 2004).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie

Agrisera (Svédsko): primarni 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
2-250 kDa.

Lachema (Ceska republika): hydroxid draselny; methanol.

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny.

Merck (Némecko): Ponceau S.

MP Biomedicals (Francie): tris(hydroxymethyl)aminomethan, trypsin z hovéziho
pankreatu.

Serva (Némecko): proteinovy standard pro SDS-PAGE 16-215 kDa.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid; agar; DTT; DMSO; dodecylsulfat sodny;
EDTA Na’; glycin; hovézi sérovy albumin; luminol Chemiluminiscent Peroxidase
Substrate; merkaptoethanol; MS medium; MES hydrat; N-acetyl-Arg-Gly-Lys(K)-7-
amido-4-methylkumarin trifluoroacetat sil; NBT-BCIP; N, N'-methylenbisakrylamid;
N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin; persiran amonny; proteinovy standard pro SDS-
PAGE 8-220 kDa; His-tag znacena rekombinantni lidska HDAC-2; sacharosa;
sekundarni kozi anti-krali¢i protilatka znacena peroxidasou; sekundarni kozi anti-krali¢i

protilatka znacena alkalickou fosfatasou; trichostatin A; Tween-20.
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); blotovaci systém Trans-Blot Turbo (Bio-Rad); centrifuga Multi-
Spin MSC-600 (Biosan, Litva); centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie); digitalni
pH metr InoLab pH levell (Inolab, Némecko); digitalni predvazky (RADWAG,
Polsko); dokumentaéni zafizeni GelDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA); elektroforeticky
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systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka michacka
(IKA, Némecko); inkubac¢ni lazen Dry Bath Incubator (Major Science, USA); kolonky
NAP-5 (GE Healthcare, Velkd Britanie); minitfepacka 3-D (Biosan, Litva);
mikrodesticky Serné 96F (Eppendorf, Némecko); mikrodesticka Take 3™ Multi-
Volume Plate (BioTech, Ceska republika); mikrodesticky Test plate 96F (TPP,
Svycarsko); mikrodestickovy reader Synergy HT (BioTech, Ceskd republika);
nitrocelulosova membrana s pory 0,45 um (Bio-Rad, USA); PVDF membrana
Immobilon-FL s pory 0,45 um (Millipore, USA); scanner C-Digit Blot (Li-COR, USA);
termostat (Grant, UK); tiepacka VXR basic (IKA, Némecko); vortex V-1 plus (Biosan,
Litva); zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA).

3.1.3 Rostlinny material

Listy rostlin Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia, Nicotiana tabacum var. Samsun
a Solanum péstovanych ve skleniku a listy rostlin Arabidopsis thaliana péstovanych
Vv in vitro podminkach byly pouzivany pro fluorimetrické stanoveni enzymové aktivity
HDAC, detekci HDAC metodou Western Blot a pro testovani vlivu oxidu dusnatého
(NO) na aktivitu histondeacetylas.

3.1.3.1 Péstovani rostlin ve skleniku

Seminka tabaku a Arabidopsis byla zaseta do kvétina¢i o praméru 12 cm se
zahradnickym substratem (raSelina s vyzralym kirovym humusem a s vysokym
obsahem organickych latek, pH= 5-7) a dale byla péstovana ve skleniku pii1 25°C
(obr. 13). Po vykliceni byly rostliny postupné protrhavany na celkovy pocet 2 rostlin

na kvétina¢ u tabaku a 3 rostlin na kvétina¢ v ptipadé Arabidopsis.

Listy z rostlin A. thaliana byly sklizeny od 20. dne od vyseti semen v tydennich
intervalech, posledni sklizeni bylo provedeno 41. den. Listy N. tabacum byly sklizeny
V obdobi mezi 7-20. tydnem od vyseti semen. Takto sklizené listy byly pro dalsi praci

uchovavany v mrazéku pii — 50 °C.
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Obr. 13 a) Nicotiana tabacum b) Arabidopsis thaliana

Zamrazené listy S. habrochaites, které byly uchovavany pti -80°C, byly poskytnuty
Mgr. Terezou Tichou. Listy rostlin S. habrochaites byly pouzivany pro detekci HDAC

metodou Western blot a pro fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC.
3.1.3.2 Péstovani rostlin in vitro

Semenacky A. thaliana, byly péstovany in vitro na MS agaru (0,23% MS stl, 0,05%
MES hydrat, 1% sacharosa, 0,8% agar; Gprava pH pomoci KOH na 6,1).

Do sterilnich Petriho misek bylo nalito 40 ml sterilntho MS média s agarem
a na ztuhlé médium byla nasledné sazena vysterilizovana seminka A. thaliana. Seminka
byla sterilizovana 70% roztokem ethanolu, ve kterém byla protfepdvana po dobu
30 sekund, a poté byla 3x promyta sterilni vodou. Seminka byla sazena ve dvou fadach
s rozestupem 0,5-1 cm (obr. 14). Petriho misky s vysetymi semenyA. thaliana byly
umistény do fytotronu (12 h den, 12 h noc, 25°C). Sklizeni nadzemni ¢asti rostlin bylo

provedeno po 10 dnech a 20 dnech od vyseti seminek.

Obr. 14 Péstovani Arabidopsis thaliana in vitro na MS médiu
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3.2 Pouzité metody

3.2.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC

Fluorimetrickd metoda pro stanoveni aktivity HDAC je zalozena na deacetylaci
substratu Boc-Lys(Ac)-AMC (N-(4-Methyl-7-kumarinyl)-N-a-(t-butoxykarbonyl)-Nc-
acetyllysinamidu) (obr. 15) histondeacetylasou a na jeho nasledném S$tépeni trypsinem
(EC 3.4.21.4). Trypsin §tépi peptidovou vazbu na karboxylové stran¢ nechranéného
lysinu. Vznika tak Boc-Lys a fluoreskujici 7-amino-4-methyl-kumarin (AMC), ktery je
nasledné detekovan pii vinovych délkach excitace Aex = 360 nm a emise Aem = 460 NnM.

Uvolnéné mnozstvi AMC je piimo umérné aktivit¢ HDAC v analyzovaném vzorku.

Obr. 15 Boc-Lys(Ac)-AMC
(http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB1311897.htm, 21.4.2014)

Jako substrat byl kromé& Boc-Lys(Ac)-AMC pouzivan také fluorogenni substrat
N-acetyl-Arg-Gly-Lys(Ac)-7-amido-4-methylkumarin trifluoroacetat (obr. 16). Princip

stanoveni aktivity HDAC za pouZiti tohoto substratu je totoZny jako v pfedchozim

ptipadé.
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Obr. 16 N-acetyl-Arg-Gly-Lys(Ac)-7-amido-4-methylkumarin trifluoroacetat
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/05511?lang=en&region=CZ, 21.4.2014)
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3.2.1.1 Jednokrokova metoda stanoveni aktivity HDAC

V ptipadé¢ jednokrokové metody probihda inkubace substritu s enzymem

a trypsinem v jednom kroku.

Do jamky 96-jamkové desticky bylo pipetovano nejprve 50 pl daného vzorku nebo
standardu, poté se pfidalo 50 pl reakéniho HDAC pufru s piidavkem trypsinu
0 koncentraci 2 mg/ml a smés se nechala 10 minut inkubovat pii laboratorni teplot¢.
Nakonec se ptidalo 80 ul pracovniho roztoku substratu o koncentraci 0,1 mM a méfila
se zména fluorescence v ¢ase pii 30°C (u lidské HDAC2 pii 37°C) po dobu 50 minut
v 5 minutovych intervalech pii Aex = 390 nm a Aem = 460 Nm. M¢éieni bylo provadéno

na readeru Synergy HT.
3.2.2.2 Dvoukrokova metoda stanoveni aktivity HDAC

U dvoukrokové metody nejprve probiha inkubace senzymem nebo vzorkem
obsahujicim HDAC, kdy dojde o odstépeni acetylové skupiny z lysinu, a teprve poté se
enzym nechd inkubovat s trypsinem. Ten je soucasti ,,stop roztoku®, ktery dale obsahuje

inhibitor HDAC trichostatin A (TSA).

Do 96-jamkové¢ desticky bylo postupné napipetovano 60 pl reakéniho HDAC pufru,
10 pl vzorku (v ptipadé€ blanku je vzorek nahrazen reakénim pufrem) a 50 pl pracovniho
roztoku substratu o koncentraci 0,3 mM. Finalni koncentrace substratu v jamce byla
125 pM. Nésledné se smés v jamce nechala inkubovat po dobu 30 minut pii 30 nebo
37°C (v zavislosti na typu vzorku) za stalého tfepani. Po této inkubaci se do jamky
ptidalo 80 pl ,,stop roztoku trypsin/TSA“ a nechala se opét probéhnout inkubace
pii 30°C po dobu 20 minut za stalého tfepani. Po zreagovani se zméfila zména
fluorescence pii Aex = 390 nm a Aem = 460 Nm. Méteni bylo opét provadéno na readeru

Synergy HT.

Kromé 96-ti jamkové desticky byla pro méteni s komeréni rekombinantni HDAC 2
pouzivana také desticka pro analyzu vzorkli v mikrolitrovych objemech (Take 3,
Biotek). Vzorky pro méfeni se pfipravily nasledovné: v 0,5ml mikrozkumavce bylo
smichano 10 pl substratu Boc-Lys(Ac)-AMC, x pl enzymu HDAC 2 o ¢ = 75 mM
a (14-x) pl reakéniho HDAC pufru. Smés byla po promichani inkubovana 30 minut

pti 30/37°C v zavislosti na ptivodu vzorku. Poté bylo do mikrozkumavky napipetovano
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16 pl ,,stop roztoku* a smés byla inkubovéna dalSich 20 minut, opét pii 30°C. Nasledné
byly 2 ul této reakéni smési naneseny na desticku Take 3 a byla zméfena zmeéna

fluorescence pii Aex= 360 nm a Aem= 460 Nm.

Mnozstvi vzniklého 7-amino-4-methyl-kumarinu bylo kvantifikovano na zakladé
kalibrac¢ni pfimky pfipravené s komercnim AMC. Jeho z4sobni roztoku byl pfipraven
rozpusténim 7-amino-4-methyl-kumarinu v1 mM DMSO. Pracovni roztoky byly

pfipraveny fedénim zasobniho roztoku v reakénim HDAC pufru.

3.2.1.3 Méreni aktivity komer¢ni lidské HDAC-2

Charakteristika enzymu: Lidska HDAC2 s C-terminalni histidinovou kotvou,
M; = 60 kDa, aktivita: 1 jednotka = mnozstvi enzymu schopné deacetylovat 1 pmol

substratu za 1 min pti 37°C.

M¢feni bylo provedeno obéma metodami, jak bylo popséno v kapitolach 3.2.1.1

a 3.2.1.2 s inkubacemi a méfenim kinetiky pti 37°C.

Pouzité roztoky:

Reakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM NaCl, 0,25mM EDTA (sodna sil),
ImM DTT

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

3.2.1.4 Méreni aktivity HDAC vV rostlinnych extraktech

Extrakty byly pfipravovany homogenizaci v tfeci misce s moifskym piskem pfti chlazeni
ledem. Po rozetfeni vzorku byl pfidan extrakéni pufr v poméru 4 ml extrakéniho pufru
na 1 g rostlinného materialu. V nasledujicim kroku se na kazdy 1 g rostlinného
materidlu ptidalo 850 ul 4M NaCl. Smés se nechala extrahovat 30 minut na ledu

za obCasného tiepani a nasledné se centrifugovala pti 16 000 g a 4°C po dobu 20 minut.

Precistovani rostlinnych extraktli od nizkomolekularnich latek bylo po centrifugaci
provedeno gelovou chromatografii na kolonkach NAP-5 (GE Healthcare). Kolonky

byly nejprve ekvilibrovany ekvilibraénim pufrem (3x 2,5 ml), poté byl nanesen vzorek
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(500 pl). Po jeho vsaknuti byl pfidan 1 ml elu¢niho pufru a do mikrozkumavky byl

jiman 1 ml eluétu.

Me¢teni  bylo provedeno obéma metodami (viz. uvedeno v kapitolach 3.2.1.1

a3.2.1.2)

Pouzité roztoky:

Ekvilibra¢ni a eluéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM NaCl, 0,25mM EDTA
(sodna stl), ImM DTT

Extrak¢éni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM NaCl, 0,25mM EDTA (sodna siil),
ImM DTT

4M NaCl pro extrakci

Reakéni pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM NaCl, 0,25mM EDTA (sodna sul),
ImM DTT

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

3.2.2 Vliv NO na aktivitu HDAC

Pro tento pokus byly vZzdy pfipraveny 2 vzorky. Jeden kontrolni a jeden vzorek
pro samotné testovani vlivu oxidu dusnatého na aktivitu HDAC za pouZiti rozkladu

dusitanu v kyselém prostiedi.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl rostlinného extraktu, 500 ul 40mM
HCl s ImM EDTA Na" a 10 ul 50mM NaNO,. V kontrolnim vzorku bylo10 pl 50mM
NaNQO; nahrazeno 10 ul destilované vody. V ptipadé rekombinantniho enzymu bylo
smichano 25 ul HDAC 2 s 25 ul pufru a bylo pfidano 0,5 pul 50mM NaNO, nebo vody.
Dand smés byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nésledovné byla
standardnim zplsobem zméfena aktivita 2-krokovou endpoint metodou pii vinovych

délkach excitace Aex = 360 nm a emise Aem = 460 NM.

Pouzité roztoky:

Reakéni pufr: S0mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM NacCl, 0,25mM EDTA (sodna siil), ImM
DTT
Roztok pro reakci s NO: 40mM HCI, 1mM EDTA Na*, 50mM NaNOs.
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»Stop roztok Trypsin/TSA® pro in vitro aktivitu: 50mM Tris-HCI, pH 8,0, 150mM
NaCl, 2uM TSA, 2 mg/ml trypsin, 30% (v/v) isopropanol.

3.2.3 Stanoveni obsahu proteinii metodou Bradfordové

Pro stanoveni celkového obsahu proteinii ve vzorku byla pouzivana metoda
Bradfordové. Do jednotlivych jamek 96-jamkovych mikrodesticek bylo postupné
pipetovano 45 pl deionizované vody, 5 pl vzorku nebo standardu BSA o dané
koncentraci a 200 pl pracovniho roztoku ¢inidla Bradfordové. Po 5 minutové inkubaci
byla na readeru zmeétfena absorbance pii 595 nm. Kalibra¢ni standardy BSA mély

hodnoty koncentraci v rozmezi 0,1 - 1,5 mg/ml.

Roztoky pro stanoveni proteinu:

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

methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né.

Pracovni roztok c¢inidla Bradfordoveé: zasobni roztok Coomassie Brilliant Blue fedény

destilovanou vodou v poméru 1:4.
3.2.4 SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE umoziuje rozdéleni proteini na zakladé jejich molekulové
hmotnosti. Vyuziva schopnosti proteinli vazat dodecylsulfat sodny (SDS), ktery
zplisobuje, Ze naboje na postrannich zbytcich aminokyselin jsou vii¢i naboji sulfatovych
skupin zanedbatelné, proteiny tak ziskdvaji uniformni naboj a jejich migrace

Vv elektrickém poli od katody k anod¢ je zavisla pouze na velikosti molekuly.

Ptitomnost SDS a redukcéniho ¢inidla B-merkaptoethanolu, ktery se pouziva pii
pripravé vzorki, vede k rozruseni kvarterni struktury proteint.. Proto lze po separaci

sloZenych proteinil pozorovat pouze jejich podjednotky.

Pro separaci proteinti metodou SDS-PAGE byl vzdy ptipraven 10% délici gel o pH
8,8 a 4% zaostfovaci gel o pH 6,8. Déleni V zaostfovacim gelu probihalo pfi

konstantnim napéti 120 V, pro separaci v délicim gelu bylo zvyseno na 180 V.

Ptiprava vzorkd pro SDS-PAGE probihala tak, Ze vzorek proteinu byl smichan

s Laemmliho vzorkovacim pufrem v poméru 3:1. Laemmliho vzorkovaci pufr byl
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pfipraven ze zasobniho Laemmliho pufru, ke kterému se v poméru 9:1 pfidal
B-merkaptoethanol. Smés vzorku s pufrem byla na 10 minut vlozena do termobloku
vyhtatého na 95°C. Po ochlazeni na ledu byly takto ptipravené vzorky centrifugovany
pii laboratorni teploté 1200 rpm, 5 minut) a odpovidajici objem vzorku byl nanesen do
jamky gelu umisténého v elektroforetické komtirce. U standardii molekulové hmotnosti

(BioRad a Serva) bylo nanaseno 5 pl bez ptedchozi inkubace v termobloku.

Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit komeréni Precision Plus Protein
Dual Xtra 2-250 kDa (BioRad, obr. 17a). Jedna se o smés dvanacti purifikovanych
rekombinantnich proteinti, z nichz je 9 obarveno modie. Tti proteiny o molekulové
hmotnosti 2, 25 a 75 kDa jsou obarveny rizove a slouzi jako referencni indikatory. Dale
byl pouzit komeréni Western Blot Protein Standard 16-215 kDa (Serva, obr. 17b), ktery
se skladd ze smési osmi purifikovanych rekombinantnich proteini, a komer¢ni
ColorBurst™ Electrophoresis Marker 8-220 kDa (Sigma-Aldrich, obr. 17¢ ) skladajici
se z 8 polypeptidi konjugovanych s barvivy.

(a) (b) (©)
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Obr. 17 Pouzivané molekulové markery

Polyakrylamidovy gel po separaci proteini byl dale pouzivan pro metodu Western

blot nebo byl barven barvivem Coomassie Blue za ucelem detekce proteint. Pii barveni
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byl gel namocen do roztoku Coomassie Blue R250, ve kterém byl pfi laboratorni teploté
ponechan pies noc. Druhého dne byl barvici roztok slit a do krabicky s gelem byl ptidan

odbarvovaci roztok. Odbarvovani probihalo 2 hodiny, opét pii laboratorni teploté.

Pouzité roztoky:

Coomassie Brilliant Blue R250

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

Laemmliho pufr: 0,125M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol,
0,2% bromfenolova modf

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

V Tab. 1 je uvedeno sloZeni roztoki pro pfipravu 2 geld pro skla se spacery

0,75 mm.

Tab. 1 SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu (mnozstvi je uvedeno v ml).

AABIS  15MTris- 0,5 M Tris- 10% 10%

WP Gelu 50000 8% HCILpH=88 HCLpH=68 29 gps TEMED pg

delici 10% 3,3 25 - 41 01 001 01

zaostrovact 0,65 - 1,25 305 005 001 01
4%

3.2.5 Western blot

Metoda Western blot pouzivana k detekci specifického proteinu se sklada ze 3 krokt:
separace proteini pomoci SDS-PAGE, transfer proteini z polyakrylamidového gelu
na membranu (nitrocelulosa, PVDF) a imunochemickd detekce pomoci specifické

protilatky.

Western blot byl proveden v uspofadani ,.tank bloting™ nebo v blotovacim zatizeni
Trans-Blot Turbo, ktery slouzi pro rychly transfer proteint. Pfi ,.tank blotingu* byla
do blotovaci komurky s pufrem vkladana uzaviena kazeta, kterd je od Cerné strany
kazety skladana v uspotadani: porézni houbicka, filtra¢ni papir, gel, membrana, filtracni
papir, porézni houbicka. Pro ptenos, ktery probihal pfes noc, byl nastaven proud
0,8 mA/cm?, pro dvouhodinovy transfer byl proud zvysen na 3,75 mA/cm? PH pouZiti
zatizeni Trans-Blot Turbo bylo napéti nastaveno nastaveno na 25 V a 2,5 A a doba
pfenosu trvala 7 minut v usporddadni ze strany od katody: blotovaci papir, gel,

membrana a blotovaci papir. Membrany s blotovacimi papiry byly pfed pouzitim
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10 minut namoceny v blotovacim pufru. PVDF membranu bylo nutno pfed pouzitim

namo¢it na 15 sekund do methanolu.

Uspé&snost transferu proteini z gelu na membranu byla ovéfena barvenim proteint
roztokem Ponceau S. Membrany byly do tohoto barviciho roztoku ponofeny po dobu
30 minut, a poté byly oplachnuty destilovanou vodou, aby doslo k vymyti barviva.

Naésledovala blokace membrany s pfenesenymi proteiny.

Nejprve byl zkousen postup s nitrocelulosovou membranou se standardni blokaci,
kdy byla membrana inkubovana 2 hodiny v 5% nizkotuéném mléce v TTBS
za laboratorni teploty. Po této blokaci byla membrana s proteiny ponotena do 5% mléka
s primarni polyklonalni krali¢i protilatkou proti histodeacetylase HDT3 z A. thaliana
(fedéni 1:2500 v 5% mléce v TTBS). Inkubovalo se pies noc v ledni¢ce. Druhy den byla
membrana 3x promyta v 5% mléce v TTBS a poté byla pridana sekundarni kozi
anti-krali¢i protilatka znacena kienovou peroxidasou (HRP, fedéni 1:10000) nebo
alkalickou fosfatasou (AP, fedéni 1:5000) v 5% nizkotu¢ném mléce v TTBS. Inkubace
trvala 1 hodinu pii laboratorni teploté, po 3x 10 minutovém promyti v TTBS

nasledovala detekce.

Druhy zptisob blokace byl testovan podle postupu doporuceného vyrobcem protilatek
firmou Agrisera. Blokace probihala v 5% roztoku nizkotu¢ného mléka v TTBS
po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byla k membrané ptfidana primarni
protilatka proti A. thaliana (fedéni 1:2500 v 2,5% mléce v TTBS), nebo primarni Ab
proti lidské HDAC2 (fedéni 1:1000 v 2,5% mléce v TTBS), se kterou se nechala
inkubovat pfes noc v ledni¢ce. Druhy den byla membrana 3x promyta roztokem TTBS,
vzd po 10 minutach. Nasledovala druha blokace v 10% roztoku nizkotu¢ného mléka
po dobu 10 minut. Pak byla pfidina sekundarni protilatka znacena HRP (fedéni
1:10000) nebo AP (fedéni 1:5000). Obé sekundarni protilatky byly k membrané
nanaseny v 2,5% mléce v TTBS. Inkubace trvala 1 hodinu pii laboratorni teploté.

Nakonec se membrana 6x promyla v roztoku TTBS, vzdy po dobu 10 minut.

K membrané znacené HRP se ptidaly 3 ml roztoku komeréniho luminolu (reakéni
pufr a reagent v poméru 2:1). Po 5 minutové inkubaci byla membrana skenovana
dokumenta¢nim systémem C-digit (Li-Cor) pii vysoké citlivosti po dobu 12 minut.

V ptipad€ znaceni AP se k membran€ na 10 minut pfidalo 2,5 ml roztoku NBT/BCIP.
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Barvici roztok se slil, membréana se oplachla destilovanou vodou a byla vzniklé zbarveni

bylo detekovano dokumenta¢nim systémem GelDoc (Biorad).

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

Komer¢ni luminol (Sigma): reakéni pufr a reagent v poméru 2:1

Nizkotuéné susené mléko (2,5%; 5% a 10%) v TTBS

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

Priméarni protilatka:

(a) komer¢ni krali¢i primarni protilatka proti HDT3 z Arabidopsis (1:2500
V 2,5% nizkotuéném suSeném mléku v TTBS)

(b) komer¢ni krali¢i primarni protilatka proti lidské HDAC2 (1:1000
V 2,5% nizkotuéném suSeném mléku v TTBS)

Sekundarni protilatka:

(a) komer¢ni sekundarni kozi anti.krali¢i protilatka znacena kienovou peroxidasou
(1:20000 v 2,5% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

(b) komer¢ni sekundarni kozi anti-krali¢i protilatka znaCend alkalickou fostatasou
(1:5000 v 2,5% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS)

Tween v TBS (TTBS): 1 ml Tween-20 do 1000 ml TBS
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4 Vysledky a diskuse

Cilem experimentalni casti bakalafské prace bylo predev§im zavedeni metody
fluorimetrické analyzy aktivity HDAC v rostlinnych extraktech s jeji naslednou aplikaci
na modelovy rostlinny systém. Dale byly optimalizovany podminky pro detekci

rostlinnych HDAC prostfednictvim Western blotu.
4.1 Stanoveni aktivity HDAC

Pro fluorimetrick¢ stanoveni aktivity byla vybrdna jednokrokova kineticka
a dvoukrokova endpoint metoda, jejichz princip byl publikovan v literatutre (Wegener

et al., 2003a, 2003b).

4.1.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity HDAC jednokrokovou

metodou

Pti zavadéni metody bylo nejprve méfeni provedeno s komercni rekombinantni lidskou
HDAC?2, ktera v dal§ich méfenich s vzorky pfipravenymi z rostlinnych extraktt slouzila
jako pozitivni kontrola. Nejprve bylo testovano rozmezi hodnot pro nastaveni citlivosti

fotonasobice readeru pro detekci fluorescence produktu reakce.

Enzymova reakce byla sledovana po dobu 10 minut. Bylo testovano nastaveni citlivosti
V hodnotach S = 25, 70 a 80. Jako vhodné se prokdzalo méfeni pii citlivosti
S = 70, hodnota S = 80 uz byla pro méfeni rekombinantniho enzymu pfili§ vysoka.
Pti citlivosti 25 byla detekce aktivity HDAC také mozna, ale jednalo se o dolni limit
a pro realné vzorky s niz§i aktivitou HDAC by jeji detekce uz nebyla mozna (viz. tab.

2).

Pro komer¢ni lidskou HDAC?2 je jednotka aktivity definovana jako mnoZzstvi enzymu

schopné deacetylovat 1 pmol substratu za 1 min pti 37°C (Sigma-Aldrich).

Tab. 2 Testovani vhodné citlivosti readeru Synergy HT pro detekci 7-amino-4-methylkumarinu
AMC pfi Aex = 360 nm a Aex = 460 nm; t = 10 min, t = 37°C, cppacz) = 40 pg/ml.

relativni aktivita enzymu
citlivost S 25 70 80

HDAC2 1 46 10° > detekéni limit
' pristroje
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Pti opakovani méfeni blanku se vyskytl problém vysokého rozptylu hodnot, nékteré
z naméienych hodnot byly dokonce vyssi nez stanovené hodnoty pro samotné vzorky,
vcetné rekombinantniho proteinu. Detekovany signal, Vv piipadé vzorku obsahujiciho
HDAC, by m¢l v Case nartstat, dokud je Stépen deacetylovany substrat trypsinem.
V blanku by ke Stépeni substratu a nariistu fluorescence nemélo dochazet, zdavodi
absence HDAC. Substrat by tedy nemél byt trypsinem S§tépen za uvolnéni AMC,
protoze lysin, na jehoz karboxylové strané trypsin §tépi peptidovou vazbu, je nadale
chranén (Wegener et al., 2003a). Z tohoto divodu byly nasledujici experimenty
zaméfeny na testovani fluorimetrické dvoukrokové endpoint metody s oddélenymi
inkubacemi substratu s HDAC a trypsinem. Vyhodou tohoto experimentalniho
usporadani je 5-nasobné mensi spotieba vzorku nez Vv piipadé jednokrokové kinetické

metody.
4.1.2 Fluorimetrické stanoveni aktivity dvoukrokovou metodou

U dvoukrokové endpoint metody nejprve probihd inkubace substratu senzymem
a az poté s trypsinem. Kromé toho je enzymova reakce katalyzovana HDAC ve druhém
kroku potlacovana pifidavkem reversibilniho inhibitoru HDAC — trichostatinu A (TSA)
(Wegener et al., 2003a).

Z divodu vysoké odezvy pro blank v ptipadé jednokrokové kinetické metody byl
pivodné pouzivany substrat Boc-Lys(Ac)-AMC porovnavan s dal$im fluorogennim
substratem N-acetyl-Arg-Gly-Lys(acetyl)-7-amido-4-methylkumarinem. M¢feni bylo
uskute¢néno s rekombinantni lidskou HDAC2. V ptipadé pouziti N-acetyl-Arg-Gly-
Lys(acetyl)-7-amido-4-methylkumarinu jako substratu byla naméfena fluorescence
odpovidajici blanku dokonce vyssi nez fluorescence pro vzorek HDAC2 a dané méfeni
se muselo zopakovat pii nizsi citlivosti readeru S = 60 (tab. 3). Citlivost S = 70 byla
pro blank tohoto substratu natolik vysoka, ze odpovidajici hodnota fluorescence nebyla
detekovatelna (tab. 3). Signal odpovidajici aktivité enzymu ve vzorku Vv pfipadé pouziti
obou substrati byl srovnatelny (tab. 3). Pro dal$i méfeni byl pouzit substrat

Boc-Lys(Ac)-AMC.
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Tab. 3 Porovnani substrati Boc-Lys(Ac)-AMC a N-acetyl-Arg-Gly-Lys(acetyl)-7-amido-4-
methylkumarinu. Inkubace pii 37°C, fluorescence (RFU) méfena pifi A = 360 nm,
Aem = 460 NM; Cupacz = 55 ug/ml

N-acetyl-Arg-Gly-Lys(Ac)-7-amido-

vzorek Boc-Lys(Ac)-AMC 4methylkumarin trifluoroacetat
S=70 S=60 S=70 S=60

blank 63960 20605 > 99999 36802

HDAC?2 81366 26419 79259 25884

Dvoukrokova metoda byla pouzita pro porovnavnani aktivity rekombinantni lidské
HDAC?2 s aktivitou HDAC v rostlinnych extraktech Arabidopsis a tabaku. Z divodu
malého mnozstvi rekombinantni HDAC2, kterd byla k dispozici, bylo méfeni

pro lidskou HDAC2 provedeno pouze pro jednu jamku s danym vzorkem (obr. 18).

80
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blank HDAC?2 A. thaliana N. tabacum
14 tydnd 14 tydnt 20 tydna

Obr. 18 Porovnani fluorescen¢niho signalu odpovidajiciho aktivité rekombinantniho enzymu
HDAC2 a aktivitt HDAC v rostlinnych extraktech. Inkubace HDAC2 pii 37°C, inkubace
HDAC rostlinnych extrakti pfi 30°C. Aex = 360 nm, Aer = 460 nm; S = 60. Méfeni s HDAC?2
provedeno bez technického replikatu, Chpace = 0,040 mg/ml.

Dané vysledky mimo jiné naznacuji, ze by na aktivitu rostlinné HDAC mohl mit vliv
stafi rostliny. V piipadé¢ vzorkG ze zamrazenych listd (14 tydnd starych rostlin
Arabidopsis a tabaku) byly naméfeny hodnoty vys$i nez u vzorku pfipraveného

z Cerstvych listd 20 dennich rostlin tabaku.

Z davodiu vysoké odezvy blanku byla stanovena fluorescence samotného blanku
bez inkubace: po 1. kroku dané enzymové reakce (reakéni HDAC pufr + enzym, ktery
je nahrazen v piipadé blanku HDAC reak¢énim pufrem) a nasledné i po 2. kroku reakce
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(po ptidavku ,,stop roztoku“ strypsinem a TSA). Hodnoty fluorescence pro blank
po 1. kroku dané reakce byly proti ocekavani vysoké, naopak po ptidavku ,,stop

roztoku* doslo k jejich ¢aste¢nému snizeni.

Pro dvoukrokovou metodu byla testovana =zavislost intenzity fluorescence
na koncentraci substratu. Z divodu, Ze nebyla k dispozici rekombinantni HDAC?2, bylo
meéfeni provedeno pouze s rostlinnym extraktem z A. thaliana. Byl pozorovan nartst
hodnoty reakéni rychlosti (aktivity) S nartistem koncentrace substratu, k tomuto trendu
vSak dochazelo 1 v ptipadé blanku (obr 19). Ve vSech ptipadech byla odezva pro blank

op¢t vyssi nez pro vzorek pripraveny z rostlinného extraktu.
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Obr. 19 Zavislost intenzity fluorescence (RFU) na ménici se koncentraci substratu. Vychozi
300uM substrat byl postupné nafedén 10-1000x, inkubace pii 30°C. Ae = 360 nm, Aey = 460
nm, S =70.

Pro dalsi optimalizaci podminek byl testovan vliv objemu pouzitého extrakéniho

pufru obsahujiciho 4M NaCl. Rostlinné extrakty byly pfipraveny podle tabulky 4.

Tab. 4 Poméry extrakénich ¢inidel pro extrakci HDAC na 1 g listi rostlinného materialu.

Vzorek extrakeni pufr 4M-NaCl
(ml/g rostl. materialu)  (ul/g rostl. materialu)
1 0,5 106
2 1 213
3 2 425
4 3 638
5 4 850
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| v tomto ptipadé byly zaznamenany problémy s vysokou odezvou blanku (obr. 20).
Nejvyssich hodnot fluorescence bylo dosazeno pii extrakeci 4 ml extrakéniho pufru
s 850 ul 4M NaCl na 1 g rostlinného materialu. Ziskané vysledky poukazuji na moznost

zhaseni fluorescence vlivem latek pfitomnych v rostlinnych extraktech (obr. 20).
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Obr. 20 Vliv ptipravy extraktli na hodnoty detekované fluorescence (RFU). Inkubace pii 30°C;
hex =360 nm, Aey =460 nm; S = 70. (1 -0,5 ml extrakéniho pufru/1 g FW; 2 —1 ml extrakéniho
pufru/l g FW; 3 -2 ml extrakéniho pufru/l g FW; 4 -3 ml extrakéniho pufru/l g FW;
5 —S. habrochaites: 4 ml extrakéniho pufru/1 g FW).

Ukazalo se, Ze se sniZzujicim se objemem extrakénich ¢inidel dochazi ke sniZovani
detekovaného fluorescencniho signalu, ktery by mél odpovidat aktivit¢ HDAC. Pfiinou
niz8ich hodnot detekované fluorescence ve vzorcich po extrakci menSimi objemy
extrakéniho pufru mize byt zhaseni latkami obsazenymi v rostlinnych extraktech.
Problematika mozného zhéaSeni fluorescence byla proto nasledn¢ feSena v dalSich

krocich prace (viz 4.1.4).
4.1.3 Méreni aktivity HDAC2 na destic¢ce Take 3

Z divodi maléhu mnozstvi komeréniho HDAC2 enzymu, ktery byl pro testovani
k dispozici, bylo dalsi méfeni realizovano za pouziti Take 3 desticky. Jeji vyhodou je,

ze dovoluje méteni velmi malych vzorkil v objemu jednotek mikrolitra.

Jako prvni byla testovana zavislost fluorescence na odpovidajicim mnozstvi enzymu

Vv reak¢ni smési. Byla potvrzena ptima umeéra mezi intenzitou fluorescence a mnozstvim
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enzymu a na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky pro 7-amino-4-methylkumarin (AMC) byla
dopocitana odpovidajici aktivita HDAC (obr. 21). Enzymova reakce katalyzovana
HDAC probihala 30 minut, poté byla inhibovéna pfidavkem TSA. Kalibraéni kiivka
AMC byla vytvofena v rozmezi koncentraci 100 nmol/l — 10 pmol/l. Odpovidajici

hodnoty fluorescence byly ziskany pii Aex =360 nm, Ay =460 Nnm, S = 70.

35

30

25

20

15

¢ (umol/l)

10

5 I

0 .
HDAC?2
1ul 2 ul 3ul 4ul 5ul

Obr. 21 Linearni zavislost koncentrace HDAC2 (umol/l) na jejim zvySujicim se pifidavku do
reakéni smési. V 1 pl dané reakéni smési je obsazeno 1,875%10° pg HDAC2.

4.1.4 ZhasSeni fluorescence

Pii méfeni aktivity HDAC v rostlinnych extraktech bylo zjisténo, Ze se snizujicim se
objemem extrak¢nich cinidel dochéazi ke sniZzovani aktivity HDAC, coZ je v rozporu
s predpokladem, Ze s nartstajicim mnozstvim HDAC naristd i odpovidajici
fluorescence vznikajiciho produktu reakce. Pfi¢inou tohoto jevu by mohlo byt zhaSeni
fluorescence latkami pfitomnymi v extraktech rostlinného materidlu. Proto byly
rostlinné extrakty preciStovany gelovou chormatografii na kolonkach pro odstranéni

nizkomolekularnich latek.

V experimentu byly porovndvany hodnoty fluorescence ziskané ze vzorki
piipravenych z pteCiS§ténych a nepfecisténych rostlinnych extraktd A. thaliana
a N. tabacum. Vysledky ukazuji, Ze ke zhaseni fluorescence latkami z rostlinného

materialu skute¢né dochazelo (obr. 22 a 23).
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Obr. 22 Vliv piecisténi rostlinného extraktu A. thaliana (odstranéni nizkomolekularnich latek)
na fluorescenci pii stanoveni aktivity HDAC. Inkubace pii 30°C; Aex= 360 nm, ey = 460 nm;
S = 70. (1:1 -1 ml extrakéniho pufru/l g FW; 1:2 -2 ml extrakéniho pufru/l g FW,;
1:3 -3 ml extrakéniho pufru/l g FW; 1:4 —4 ml extrakéniho pufru/l g FW).
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Obr. 23 Vliv piecisténi rostlinného extraktu N. tabacum (odstranéni nizkomolekularnich latek)
na fluorescenci pii stanoveni aktivity HDAC. Inkubace pii 30°C; Aex= 360 nm, Aem = 460 nm;
S = 70. (1:1 -1 ml extrakéniho pufru/l g FW; 1:2 -2 ml extrakéniho pufru/l g FW;
1:3 -3 ml extrakéniho pufru/l1 g FW; 1:4 —4 ml extrakéniho pufru/l g FW).
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Srovnatelné vysledky byly ziskany v experimentech realizovanych s extrakty

piipravenymi z A. thaliana i z N. tabacum. P#i extrakci 1 ml extrakéniho pufru
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na 1 g FW dochdzelo knejvétsimu zhadSeni fluorescence. Zhaseni fluorescence
se u jednotlivych vzorkdl postupné snizovalo se zvysSujicim se fedénim extraktu.
Vyjimkou byl vzorek A. thaliana, pro ktery byly pouzity 2 ml extrak¢niho pufru
na 1 g FW. Pfi¢inou by mohl byt nedokonale ptecistény piislusny extrakt A. thaliana.
Rostlinné vzorky je tedy po extrakci nutné zbavit nizkomolekuldrnich latek precisténim

na kolonce gelovou chromatografii.

Dalo by se o¢ekavat, ze nejvétsi fluorescence bude namétena u vzorku po extrakci
I ml extrak¢éniho pufru na 1 g FW, jelikoz se jedna o vzorek nejkoncentrovanéjsi.
Nejvyssich hodnot fluorescence bylo ale ziskano pii extrakci 3 ml extrak¢éniho pufru
s odpovidajicim mnozstvim 4M NaCl (637,5 pl) na 1 g rostlinného materidlu.
Pti vy$Sim objemu extrakénich cinidel byly ziskany piedpokladané nizs§i hodnoty
fluorescence vlivem natedéni dané¢ho vzorku. Skutecnost, Ze pii extrakci HDAC niz§imi
objemy extrak¢nich ¢inidel nebyla odezva niZsi nez v ptipad¢ 3 ml/1 g FW, lze vysvétlit
dvéma zplsoby. Prvni moZnosti je, Zze odpovidajici extrakty obsahujici vySsi
koncentrace interferujicich latek, jejichz vlivem dochéazelo ke zhaSeni fluorescence.
Dalsi mozné vysvétleni je, ze pouzity objem extrakénich Cinidel byl pro extrakci vétsiho

mnozstvi HDAC nedostacujici.

Vzorky HDAC 7z pfeisténych rostlinnych extraktd tedy vykazovaly vyssi
fluorescenci nez blank, jejich hodnoty byly zkorigovany a mnozstvi HDAC bylo
na zaklad¢ kalibracni kiivky AMC (obr. 24).
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Obr. 24 Koncentrace rostlinnych HDAC ve vzorcich pfipravenych z A. thaliana a N. tabacum
Vv zavislosti na objemu extrakéniho pufru pouzitého pro extrakci. Kvantifikovano na zakladé
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kalibra¢ni kiivky AMC. (1:1 —1 ml extrakéniho pufru/l1 g FW; 1:2 — 2 ml extrakéniho pufru/1 g
FW; 1:3 — 3 ml extrakéniho pufru/l g FW; 1:4 — 4 ml extrakéniho pufru/l g FW).

4.1.5 Méreni aktivity rostlinnych HDAC na Take 3 desticce

S vyuzitim dvoukrokové metody stanoveni aktivity HDAC na Take 3 destiéce byl
testovan vliv stafi rostliny, vliv podminek pii péstovani rostlin (sklenik, fytotronu
- in vitro podminky na MS médiu) na aktivitu HDAC A. thaliana (obr. 25). Ziskané
vysledky z pilotnich experimentti poukazuji na vliv stafi rostliny a rovnéz vliv prostredi

na aktivitu HDAC.
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Obr. 25 Porovnani vlivu stafi rostliny a zpisobu jejiho péstovani na aktivitu HDAC. Uvedeno
v relativnich jednotkach, porovnavano vici A. thaliana — 20 dn, sklenik.

4.1.6 Vliv NO na HDAC

U zivoc¢isnych HDAC byl popsan v literatufe vliv S-nitrosylace na vlastnosti enzymu
(Nott et al., 2008). V predlozené praci byl pilotné testovan vliv dusitanu sodného
V kyselém prostiedi (donor NO) na aktivitu rostlinné HDAC. U rekombinantniho
proteinu byl zaznamenan pokles aktivity HDAC. Pro rostlinné vzorky nebyly vysledky
jednoznaéné (obr. 26-27). Moznost vlivu NO na aktivitu rostlinnych HDAC je nutné

V nasledujicich experimentech potvrdit.
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Obr. 26 VIiv NO na HDAC. Aktivita enzymu vyjadiena relativné. HDAC — dany vzorek bez
aplikace dusitanu (aktivita = 100%); HDAC + NO — dany vzorek po aplikaci dusitanu.
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Obr. 27 Vliv NO na rostlinné HDAC. Aktivita enzymu vyjadfena relativné. HDAC — dany
vzorek bez aplikace dusitanu (aktivita = 100%); HDAC + NO - dany vzorek po aplikaci
dusitanu.
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4.2 Analyza proteini metodou SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE je dilcim krokem pii realizaci metody Western blot. Po barveni
gelu na proteiny bylo mozné porovnat obsah proteini v extraktech N. tabacum

Vv zavislosti na zptsobu extrakce (obr. 28).

Rostlinné extrakty
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Obr. 28 Separované proteiny z extrakti A. thaliana a N. tabacum na polyakrylamidovém gelu
po barveni Coomassie Brilliant Blue. (1- A. thaliana- 4 ml extrakéniho pufru/l1 g FW; 2-6 — N.
tabacum: 2 —0,5 ml extrak¢éniho pufru/l g FW; 3 — 1 ml extrakéniho pufru/l g FW; 4 — 2 ml
extrakéniho pufru/1 g FW; 5 — 3 ml extrakéniho pufru/l1 g FW; 6 — 4 ml extrakéniho pufru/l g
FW), vzorky byly na polyakrylamidovy gel nanaseny o objemu 25 pl.

Jak lze na polyakrylamidovém gelu po barveni Coomassie Brilliant Blue vidét, tak
nejvyrazngjs$i bandy byly ziskany u vzorku N. tabacum s extrakci: 1 ml extrakéniho
HDAC pufru na 1 g FW. Koncentrace proteinit ve vzorcich byla stanovena metodou
Bradfordové (tab. 5). Pouziti pouze 0,5 ml extrakéniho pufru/l g FW je pro extrakci
nedostateéné. Jako optimalni se jevi pouziti 1-2 ml extrakéniho pufru/l g FW.

Tab. 5 Celkovy obsah proteint v rostlinnych extraktech A. thaliana a N. tabacum ziskany
metodou Bradfordové.

vzorek rostlina extrakéni pufr (ml) + 4M NaCl (ml)/1g FW ¢ (mg/ml)
1 A. thaliana 4 + 0,8500 1,443
2 N. tabacum 0,5+ 0,1063 1,335
3 N. tabacum 1+0,2125 3,585
4 N. tabacum 2 +0,4250 3,245
5 N. tabacum 3+0,6375 0,912
6 N. tabacum 4 +0,8500 0,652
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4.3 Detekce HDAC metodou Western blot

4.3.1 Optimalizace podminek — vybér membrany, doby inkubace

S primarni protilatkou a vybér sekundarni protilatky

Podminky metody Western blot pro detekci HDAC bylo nejprve potieba optimalizovat,
zejména kroky nasledujicich po separaci proteini pomoci SDS-PAGE.
V publikovanych c¢lancich zabyvajicich se problematikou histondeacetylas, byl pfenos
proteinti z polyakrylamidového gelu popsan jak na nitrocelulosovou (Huber et al.,
2007), tak na PVDF membranu (Kim et al., 2007).

Jako prvni byl testovan transfer proteini na nitrocelulosovou membranu
V usporadani ,,tank bloting™ po dobu 12 hodin. Jako vzorky byly pro analyzu pouzity
extrakty pripravené z listd tabaku a Arabidopsis. Pro naslednou blokaci volnych
vazebnych mist na membrané byl pouzit 5% roztok nizkotuéného mléka v TTBS.
Pro imunodetekci byla pouzita sekundarni protildtka znacena kienovou peroxidasou
(HRP). Po vizualizaci chemiluminiscence dokumentaénim systémem nebyl

na membrané detekovan zadny signal (obr. 29).

HDAC2; rostlinné extrakty
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Obr. 29 Detekce HDAC na nitrocelulosové membrané. Pro imunodetekei byla pouzita krali¢i
primarni protilatka proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 (fedéni 1:2500) a sekundarni Ab
konjugovanid s HRP (fedéni 1:10000). (1 — rekombinantni HDAC2 (10ul); 2 — extrakt
N. tabacum (5 ul); 3 — extrakt N. tabacum (10 pl); 4 - extrakt N. tabacum (15 pl); 5 — extrakt
A. thaliana (5 pl); 6 — extrakt A. thaliana (10ul); 7 — extrakt A. thaliana (15 pl)).
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V dalSich experimentech byla realizovana na PVDF i nitrocelulosové membrané
metoda imunodetekce dle protokolu doporuceného vyrobcem primarni protilatky (firma
Agrisera), tj. zpisob blokovani a promyvani membrany. Imunodetekce HDAC proteint
byla Gispé$na pouze po transportu proteini na PVDF membranu (obr. 30, 31).

Pro detekci rostlinné HDAC byla k dispozici komercni primarni protilatka
pfipravena proti histondeacetylase HDT3 z Arabidopsis. Experimenty byly realizovany
s extrakty zlistd A. thaliana. Pro detekci HDAC proteinii byla pouzita sekundarni
protilatka znacena kienovou peroxidasou (obr. 30) a sekundarni Ab znacena alkalickou
fosfatasou (AP) (obr. 31). Vysledky ukazuji, Ze v tomto experimentalnim uspofadani je
pro detekci HDAC citlivéjsi pouziti sekundarni protilatky konjugované s AP, jak lze
vidét na obr. 31. Chemiluminiscen¢ni metodou byla detekovana HDAC pouze u Cerstveé
pfipravenych extraktl na PVDF membrané. V ptfipad¢ pouziti sekunddrni protilatky
znacené AP byl protein HDAC detekovan také v ptipad€ zamrazenych extraktd, u nichz
casto muze dochazet k postupné degradaci proteinii. Z pohledu specifity je vhodnéjsi
pouziti sekundarni Ab znacené¢ HRP. Identitu HDAC by vSak bylo v navazujicich

experimentech potieba potvrdit dal§imi metodami napf. hmotnostni spektrometrii.

Jak lze vidét na obr. 30b a 31b, tak na obou typech membran byly kromé bandi
odpovidajicich HDAC (ptedpokladana zdanliva hodnota pro HDT3 z A. thaliana
M; = 40 kDa podle firmy Agrisera) zdetekovany bandy o molekulové hmotnosti
pfiblizn¢ 55 kDa, ty by mohly odpovidat vétsi podjednotce Rubisca. Slaby band

0 MW 55 kDa byl detekovan i na nitrocelulosové membrané (viz. obr. 31a).
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(@) nitrocelulosova membrana (b) PVDF membrana

Rostlinné extrakty Rostlinné extrakty
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Obr. 30 Detekce HDAC zA. thaliana na nitrocelulosové a PVDF membrané
s chemiluminiscenéni detekci. Primarni Ab proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 (fedéni 1:2500),
znaceni sekundarni Ab konjugovanou s HRP (fedéni 1:5000). 1- zmrazeny extrakt A. thaliana;
2 - opakované rozmrazeny extrakt A. thaliana; 3 - Cerstvy extrakt A. thaliana). Do jamek gelu
bylo naneseno vzdy 15 pl ptislusného vzorku.

(a) nitrocelulosova membrana (b) PVDF mebrana

Rostlinné extrakty Rostlinné extrakty
kDa 1 2 3 kDa 1 2 3
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Obr. 31 Detekce HDAC z A. thaliana na nitrocelulosové a PVDF membrané s chromogenni
detekci. Primarni Ab anti-Arabidopsis proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 HDT3 (fedéni 1:2500),
znaceni sekundarni Ab konjugovanou s AP (fedéni 1:10000). (1- zmraZeny extrakt A. thaliana;
2 - opakované rozmrazeny extrakt A. thaliana; 3 - Cerstvy extrakt A. thaliana). Do jamek gelu
bylo naneseno vzdy 15 pl pislusného vzorku.
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Dtivodem, pro¢ byla nitrocelulosovd membrana neucinnd pro pienos a naslednou
detekci HDAC nebyla ucinnd, jsou jeji hydrofilni vlastnosti. Histondeacetylasy jsou
obecné velmi konzervovanymi hydrofobnimi proteiny. D4 se tedy ptredpokladat,
ze se zZtohoto divodu Iépe navazaly na PVDF membranu, ktera je na rozdil

od nitrocelulosy hydrofobni.

Metoda Western blot pro detekci HDAC byla v dalsim kroku optimalizovana
Z hlediska délky inkubace proteinti pifenesenych na PVDF membranu s primarni
protilatkou proti HDT3 z A. thaliana. Bylo testovano, zda by celkova doba analyzy
mohla byt zkracena, pokud by byla dostacujici pouze 2 hodinova inkubace s primarni
protilatkou misto piivodni 12 hodinové inkubace. Vysledky ukazuji, ze je tfeba provést
inkubaci proteinti prenesenych na PVDF membrané s primarni Ab pies noc (obr 32;

33). Op¢t byla provedena imunodetekce s obéma sekundarnimi protilatkami.
(a) 2 hodinova inkubace s primarni Ab (b) 12 hodinova inkubace s primarni Ab

Rostlinné extrakty Rostlinné extrakty

kDa 1 2 3 1 2 3

-
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—
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25-

Obr. 32 Testovani délky inkubace PVDF membrany s primarni protilatkou proti HDT3 z
Arabidopsis HDT3. Chemiluminiscen¢ni detekce s pouzitim sekundarni Ab konjugovanou
S HRP (fedéni 1:5000). 1 - extrakt ze zamrazeného listu A. thaliana; 2 - extrakt z erstvého
listu N.tabacum; 3 - extrakt ze zamraZzeného listu N. tabacum. Do jamek gelu bylo nanesenol5
ul extraktu.
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(a) 2 hodinova inkubace s primarni Ab (b) 12 hodinova inkubace s primarni Ab

Rostlinné extrakty Rostlinné extrakty
kDa 1 2 3 Da 1 2 3
250- ™ 250- | ! .
150- = 150-
100- 100-
0. 70-
50 50-
40 kDa 40 kDa
b b
35- 35-
25- 25-

Obr. 33 Testovani délky inkubace PVDF membrany s primarni protilatkou proti HDT3 z
Arabidopsis HDT3. Chromogenni detekce s pouZitim sekundarni Ab konjugované s AP (fedéni
1:10000). 1 - extrakt ze zamrazeného listu A. thaliana; 2 - extrakt z ¢erstvého listu N. tabacum;
3 - extrakt ze zamrazeného listu N. tabacum. Do jamek gelu byly naneseny vzorky o objemu 15

pl.

V daném experimentu byla sou€asné testovana moznost pouZziti primérni protilatky
proti histodeacetylase HDT3 z Arabidopsis pro detekci tabakové HDAC. Vysledky
analyzy ukazuji, ze pouziti dostupné primarni protilatky za téchto podminek pro detekci
HDAC z N. tabacum neni vyhovujici (obr 33). Na obr. 33b je po barveni NBT-BCIP
na PVDF detekovany pouze velmi slaby band, ktery by mohl odpovidat HDAC

Z tabaku.

4.3.2 Testovani specificnosti primarni protilatky s extrakty listd

Solanum habrochaites

Optimalizovany postup detekce HDAC metodou Western blot byl pouzit detekci HDAC
v extraktech S. habrochaites, scilem ovéfit, zda komeréni protilatka proti HDT3
z A. thaliana je vhodna také pro detekci HDAC v rostlinach rodu Solanum. Dle tdaju
vyrobce protilatky je pfedpokladana reaktivita protilatky s HDAC z bramboru (Solanum

tuberosum). Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek extraktu z listi Arabidopsis.

Vzorky rajcat byly pfipraveny ze zamraZenych listl. Celkové bylo pfipraveno

5 wvzorkli za pouziti rozdilného objemu extrakéniho pufru (tab. 6). Vzorek

61



pro Arabidopsis byl extrahovan 4 ml extrakéniho pufru a 850 ul 4M NaCl

na 1 g rostlinného materiélu.

Tab. 6 Poméry extrak¢nich ¢inidel pro extrakci HDAC na 1 g rostlinného materialu

Vzorek extrakéni pufr 4M NaCl
(ml/g rostl. materialu)  (ul/g rostl. materialu)
1 0,5 106
2 1 213
3 2 425
4 3 638
5 4 850

Jak ukazuji vysledky po detekci s vyuzitim sekundarnich protilatek znacenych AP
(obr. 34) nebo HRP (obr. 35), tak komer¢ni protilatka proti HDT3 z A. thaliana

vykazuje pro extrakty z listl rajcat nizkou specifitu.

Rostlinné extrakty

KDa ¥ =% ¥ A S 6

40 kDa
%

Obr. 34 Testovani specifi¢nosti primarni Ab proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 (fedéni 1:2500)
vuéi extraktu z listu Solanum habrochaites. Byla pouzita sekundarni Ab konjugovana s AP
(fedéni 1:5000). 1 - extrakt A. thaliana; 2 -6 - extrakty S. habrochaites, ptipravené podle
tab. 6., Do jamek gelu byly nanaSeny extrakty o objemu 25 ul).

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze 1 v ptfipadé extrakce HDAC z rajcete je nevhodnéjsi
pouzit pro extrakci 1 ml extrakéniho pufru a 425 pl 4M NaCl na 1 g rostlinného
materialu detekci HDAC. Vysledky koreluji s vySe uvedenymi experimenty detekce
HDAC v extraktech z A. thaliana.
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Kromé testovani specifi¢nosti primarni protilatky pro extrakty z rajéete bylo v ramci
tohoto pokusu porovndno blotovani v uspotfadani ,tank-bloting™ a ,turbo-bloting*
(obr. 35). Po imunodetekci byly vyraznéjsi bandy ziskany v uspotadani ,,tank-bloting™
(obr. 35a). Pro dalsi pokusy byl pouzivan nadale pienos ,tank-blotingem® jako

Vv pfedchozich pokusech.

(a) ,,tank bloting*

Rostlinné extrakty
3 4 5

N o

o il

(b) ,,turbo blot*

Rostlinné extrakty
kDa 1 2 3 4 5 6

150-
100-
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50-

35-
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Obr. 35 Porovnani pfenosu proteini technikou ,tank bloting™ (a) a ,.turbo blot“ (b). Byla
pouzita primarni protilatka proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 (fedéni 1:2500), a sekundarni Ab
konjugovana s HRP (fedéni 1:10000). 1 - extrakt A. thaliana; 2 -6 - extrakty S. habrochaites,
piipravené podle tab. 1. Do jamek gelu byly nanaSeny vzorky extraktti o objemu 25 pl.
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4.3.3 Optimalizace podminek pro detekci tabaku

Po vyhodnoceni vysledkii Western blotu u vzorkt rajcat, pro rizné objemy extrak¢nich
¢inidel pouzivanych pii piipravé vzorkl, byl znovu proveden pokus s extrakty
pfipravenymi z list tabaku. Pfi piipravé vzorkli bylo postupovano stejné jako

u extraktd z rajcat (viz tab. 6).

Podobn¢ jako u rajat se wukazalo, Ze primarni protilaitka proti HDT3
z Arabidopsis vykazuje nizkou specifitu pro detekci HDAC2 v extraktech z N. tabacum
(obr. 36).

Rostlinné extrakty

KDa T x84

Obr. 36 Testovani specifi¢nosti primarni Ab proti HDT3 z Arabidopsis HDT3 (fedéni 1:2500)
vici extraktu z listd N. tabacum. Byla pouzita sekundarni Ab konjugovana s AP (fedéni
1:5000). 1 - extrakt A.thaliana; 2-4 - extrakty N. tabacum: (2 -0,5 ml extrakéniho pufru/l g
FW; 3 — 1 ml extrakéniho pufru/l g FW; 4 — 2 ml extrakéniho pufru/l g FW), vzorky byly
na polyakrylamidovy gel nanaseny o objemu 25 pl.

4.3.4 Testovani kiizové reaktivity primarnich protiliatek proti lidské

HDAC?2 a HDT3 z A. thaliana

Metodou Western blot byla testovana specificnost komeréni primarni protilatky proti
HDT3 zArabidopsis (Agrisera) a komeréni primarni protilatky proti lidské HDAC2
(Sigma-Aldrich) ke komeré¢nimu rekombinantnimu enzymu lidské HDAC?2 a extraktim
ptipravenym z listi A. thaliana a N. tabacum. Jako sekundarni protilatka byla pouzita
Ab znafend AP. Jak ukazuji vysledky na obr. 37a primarni protilatka proti lidské
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HDAC?2 reagovala jak s rekombinantni lidskou HDAC, tak i s proteiny v rostlinném
extraktu Arabidopsis. U jamky pro extrakt N. tabacum nelze vyloudit, ze nedoslo pii
nanaSeni vzorku HDAC2 k jeho pfeteceni do vedlejsi jamky. Lidské HDAC2 odpovida
band o Mr 55kDa, identitu bandi o odpovidajici Mr v rostlinnych extraktech bude
nutno ovéfit v dalSich experimentech. Band snizsi Mr (34 kDa) je vysledkem

nespecifické reakce dané protilatky s t€zkym fetézcem IgG (obr. 38).

Pokus se stejnymi vzorky byl uskutecnén i za pouziti primarni protilatky proti HDT3
z Arabidopsis (obr. 37b). V tomto piipadé primarni Ab reagovala pouze s extrakty

z A.thaliana, kde byl pti pouziti protilatky zna¢ené AP detekovan pouze jeden band.

a) primarni Ab proti hLHDAC2 b) primarni Ab proti HDT3
p p p p
Rostlinné extrakty; HDAC2 HDAC2; rostlinné extrakty
kDa
kDa 1 2 3 3 I 2
-250
250-
100- -100
60- -60
45
45-
30- =30
20- -20

Obr. 37 Testovani specifi¢nosti primarni Ab proti lidské HDAC2 (a) a HDT3 z A. thaliana (b).
Byla pouzita fedéni primarni Ab proti lidské HDAC2 1:1000 a fedéni primarni Ab proti HDT3
z A. thaliana 1:2500. Byla pouzita PVDF membrana a sekundarni Ab konjugovana s AP (fedéni
1:5000 v nizkotuéném mléce v TTBS). 1 - extrakt A. thaliana (15 ul); 2 - extrakt N. tabacum
(15 pl); 3 - rekombinantni HDAC2 (10 pl).
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Obr. 38 Vysledky testu komeréni primarni protilatky proti lidskéeHDAC?2 poskytnuté vyrobcem
protilatky (Sigma-Aldrich). Krali¢i protilaitka proti lidské HDAC2, byla pouzita pro
imunoprecipitaci HDAC2 z extraktu HeLa bunék. (1 - 5 ul protilatky; 2 - 10 ul protilatky;
3 - negativni kontrola).

Vysvétlenim, pro¢ primarni Ab anti-HDAC2 zreagovala s proteiny s rostlinnych
extraktli, by mohla byt skuteCnost, Ze HDAC jsou obecné velmi konzervovanymi
enzymy (de Ruijter et al., 2003). Je tedy pravdépodobné, Ze anti-HDAC2 ma jistou

homologii se sekvenci pfitomnou u rostlinnych HDAC, a proto doslo k dané reakci.
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5 Zavér
Fluorimetricka analyzy aktivity HDAC:

e Pro extrakci HDAC z rostlinného materialu je vhodné pouziti 1 ml extrakéniho
pufrua 213 pl4M NaClna 1 g FW.

e Je vyzadovano preciSténi rostlinnych extrakti pomoci gelové chromatografie
na prislusnych kolonkach za ucelem odstranéni nizkomolekularnich latek, které

zpuisobuji zhaseni fluorescence.

e Vhodnym substratem je Boc-Lys(Ac)-AMC o koncentraci 0,3 mM.

Detekce HDAC metodou Western blot:
e Pro detekci rostlinnych HDAC je vhodnéjsi pouziti PVDF membrany.

e Optimalni podminky provedeni Western blotu vyzaduji 12 hodinovou inkubaci

S primarni protilatkou.

e Primarni protilatka proti HDT3 z Arabidopsis je vuci proteinim S. habrochaites

a N. tabacum nespecificka.

e Pro detekci HDAC je citlivéjsi sekundarni protilatka znacena alkalickou

fosfatasou.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AA/BIS Akrylamid-N, N -bisakrylamid

Ab Protilatka

ABA Kyselina abscisova

AMC 7-amino-4-methylkumarin

AP Alkalicka fosfatasa

APS Persiran amonny

Boc-Lys(Ac)-AMC Boc-Lys(Ac)-AMC (N-(4-Methyl-7-kumarinyl)-N-
a-(t-butoxykarbonyl)-Nw-acetyllysinamidu)

BSA Hovézi sérovy albumin

CK2 Kaseinkinasa 2

DAF-FM Diaminofluoresceinova fluorescenéni metoda
DIGE Diferen¢ni gelova elektroforéza

DTT Dithiotreitol

GSNO S-nitrosoglutathion

HAT Histonacetyltransferasa

HDAC Histondeacetylasa

Hos2p Kvasinkovy protein

JA Jasmonova kyselina

HRP Kfenova peroxidasa

Km Michaelisova konstanta

MAL N-(4-methyl-7-kumarinyl)-N-
a(terc.butyloxykarbonyl)-N-A-acetyllysinamid

MAPK Mitogenem aktivovana proteinkinasa
MALDI-TOF Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpéni

ionizaci s pomoci matrice a pruletovym analyzatorem

ML N-(4-methyl-7-kumarinyl)-N-a-(terc-butyloxy-
karbonyl)lysinamid

MyoD Protein ze skupiny myogennich regula¢nich faktora
NBT-BCIP Nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-

chloro 3-indolyl-fosfatem

NES Jaderny exportni signal
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NF-xB Transkripéni faktor

NLS Jaderny lokaliza¢ni signal

OACADPR O-acetyl-ADP-ribosa

p53 Transkripcni faktor

PK2 Proteinkinasa 2

PAMPs S patogenem spojené molekularni vzory
PCD Programovand bunécna smrt

RPD3 Protein Reduced Potassium Dependency 3
PR S patogenezi spojené geny

PVDF Polyvinylidenfluorid

RSNO S-nitrosothiol

RFU Relativni jednotka fluorescence

SA Kyselina salicylova

SAR Systémov¢ ziskana rezistence

SDS Dodecylsulfat sodny

SIR Sirtuiny

SIR2 Protein Silent Information Regulator 2
TEMED N,N,N", N '- tetramethylendiamin

TSA Trichostatin A

TFA Trifluoroctova kyselina

UMEG Protein z S. cerevisiae

WRKY Transkrip€ni faktor

WT Wild type

86



