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CILE PRACE

V teoretické ¢asti diplomové prace bylo cilem vypracovani literar
reSerSe zagfené na charakterizaci rostlinné S-nitrosoglutathealuktasy,

fyziologické funkce S-nitrosoglutathionreduktasyjeii role v obranné reakci
na stresové podminky.

V experimentalniasti prace bylo cilem:

a) optimalizovat metodu izolace a  purifikace rekonamtni
S-nitrosoglutathionreduktasyBrassica oleracea Lactuca sativa

b) charakterizovatifpravené rekombinantni enzyniy vitro

c) stanovit zminu aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy wtp genotyp

Lactuca spp. po inokulaci patogene®remia lactucaev ramci ieSeni

studie zamfené na stanoveni Ulohy S-nitrosoglutathionreduktasy
v obranném mechanismu rostlin.



Teoreticka ¢ast



1 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS, reactive nitrogen $egg slodeniny odvozené od
oxidu dusnatého (NO),fedstavuji signalni molekuly dady vyznamnych fyziologickych
i patologickych proces vysSich rostlin. Mezi nejvyznargidi RNS pati oxid dushaty (NO)
vyskytujici se v podab nenabitého volného radikalu, nitroxylovy anion (NG nabité
redukované form nitrosoniovy kation (NQ vznikly oxidaci NO, peroxydusitan (ONOO
a S-nitrosothioly (RSNOs) (Hill et al., 2010).

1.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty se vyskytuje ve foénplynného volného radikélu s 15 elektrony, z nichz
je jeden neparovy. Ke zmam jeho struktury dochéaztijtim nebo odebranim elektronu, za
vzniku nitrosoniového kationtu (N nebo nitroxylového aniontu (N Kvili své malé
velikosti, jednoduchosti a lipofilni povazeua#e volré difundovat buténymi membranami
a diky tomu se stavd vyznamnou biologicky aktivnolekulou, jejiz poléas rozpadu

v bunééném progstedi jefddow v sekundach (Kelm, 1999).

1.1.1 Produkce NO u rostlin

V sowasnosti jsou molekularni mechanismy biosyntézy NQostlin za fiznych
podminek pednEtem diskuze. Bylo popsanakolik enzymi podilejicich se na produkci NO
v rostlinnych  bukach. Arginin-dependentni produkce NO zpiedkovana enzymem
NO-synthasou (NOS, EC 1.14.13.39) je velicerdgopsana u Ziwichi. Guanidinovy dusik
aminokyseliny L-argininu je oxidovanipobenim NOS za vzniku NO a L-citrulinu (Knowles &
Moncada, 1994)ReSeni problematiky NOS u rostlin se stalo v podiguietech zajmensady
vyzkumnych skupin. Prvni informace o enzymu podobm¢OS publikoval Guo et al., 2003.
Pozdji bylo prokdzano, Ze ani jeden z popsanych préteirgeri piimo nesouvisi s produkci
NO (Zemojtel et al., 2006). Jakdldzity milnik v problematice rostlinné NOS je povaana
nedavna studie Foresi et al., 2010, v niZ byla altiarizovana NOS Dstreococcus tauyi
zelenérasy z tidy Prasinophyceadvorici masky pikoplankton. Jedna se o nejmenSi znamy
voln¢ Zijici eukaryotni organismus. Jaderny genomitésy je tvéen z 12,56 miliof par bazi
a byl osekvenovan v roce 2006. Porovnanim amindikgsgich sekvenci byla zji§ha 45%
identita s lidskou inducibilni NOS a neuronalni N@8% identita s lidskou endotelialni NOS.
Purifikovana rekombinantr®. tauri NOS (expresni systém coli) vykazovala vysokou afinitu
pro substrat L-argininK,= 12 + 5uM). U vy3Sich rostlin dosud nebyly popsany homologn
geny s NOS u savicneboias (Frohlich & Durner, 2011). Specificka forma emzypodobna

sawim NOS byla popséana v peroxisomech hrachu. U psooxainiho enzymu produkujiciho
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NO byla prokadzana podobna substratova specifile, gk inhibéni schopnost inhibitdr sawi
NOS a reakce s protilatkamiipravenymi proti sa&i iINOS. NO a S-nitrosoglutathion (GSNO)
produkované v peroxisomech snadno difunduji jejieinoduchou membranou, prostupuji
fadou transportnich kandlla dostavaji se tak do svého cilového missopeni mimo biku.
Je znamo, Zéada peroxisofin je zavisla na Zivotnim cyklu rostliny stéjjeko na stresovych
podminkéch, coz jsou také ddivé faktory pi produkci NO v buice (Barroso et al., 1999).

Cytosolarni enzym nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1sg) stal prvnim jednoztiae
identifikovanym zdrojem NO u rostlin (Yamasaki etl.,, a1999). NR Kkatalyzuje
NAD(P)H-dependentni dvouelektronovou redukci doaii na dusitany, a to za podminek
vySSi koncentrace dusiani a nizSi koncentrace kysliku vime. U cytosolarni kukigné
NADPH:NR bylo experimentath potvrzeno, Ze za &itych podminek mize také dochéazet
k jednoelektronové redukci dusitanu na NO (Yamasalkil., 2000). Aktivita NR je regulovana
posttranslani modifikaci - reverzibilni fosforylaci. GSNO amtry NO inhibuji aktivitu NR
(Meyer et al., 2005). NR byla lokalizovana spokes nitrit:NO reduktasou (Ni:NR, EC 1.7.2.1)
v plasmatické membrérburgk korene tabaku (Stdéhr & Stremlau, 2005). U Ni:NR biylwitro
prokdzéano, Zze donorem elektronu je cytochmgmikoliv NAD(P)H jako u NR (Neill et al.,
2008).

Mén¢ znamd cesta produkce NO je popsana v souvislgstlyaminy (Yamasaki
& Cohen 2006). Polyaminy jsou alifatické nizkomalini slodeniny obsahujici vice nez
jednu aminoskupinu. Za fyziologickych hodnot pH mkladny néboj, coz jim umakije
interagovat se zapafmabitymi proteiny, nukleovymi kyselinami nebo fokgidy. Polyaminy
se vyskytuji u wtSiny Zijicich organisiiny u rostlin jsou vSudyitomné. Nejvyznam$Simi
polyaminy u rostlin jsou putrescin, spermin a spdimm Prekursorem jejich biosyntézy jsou
L-arginin a ornithin. Syntéza volnych polyarin jejich konjugat je u rostlin indukovana
salinitnim a osmotickym stresem, napadenim patogeree hypoxii - vSechny tyto
patofyziologické stavy jsou popsany v souvislosteersignalnimi funkcemi NO. Podabmaji
také polyaminy a exogenni NO antisenegoénkinky. U polyaminoxidasy (EC 1.5.3.13),
klicového enzymu degradace polyathirbyla popsana inhibice L-nitroargininmethylesterem
(L-NAME) inhibujicim rovreZz NOS. Ve studii Tun et al., 2006 bylo publikovaie,polyaminy
indukuji biosyntézu NO u semeiké Arabidopsis ZvySena produkce NO byla pozorovana
u obou T-DNA insefnich mutani arginasy &rgahl-1, argah2-Lu Arabidopsis(Flores et al.,
2008). Naopak, nadexprese arginasy (EC 3.5.3.1avedoklesu produkce NO. Je znamo, Ze
polyaminy interaguji se 14-3-3 proteiny, které mirjioé slouzi jako regulatory aktivity
klicoveho enzymu produkce NO u rostlin - jiZz #mwvané NR. Exogennim fjgavkem
polyaminu sperminu k rostlindm s nadexprimovanowadimou arginasy doSlo Kk nigstu
produkce NO. Podrolsi mechanismy produkce NO v souvislosti s polygmaistavaji

nezname.
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Pti hypoxickych/anoxickych podminkach jsou deoxygeara hemoproteiny a proteiny
obsahujici molybden jako kofaktor nebo Fe-S klastithopny redukovat dusitany na NO.
Ktomuto jevu dochazi v elektronovém transportnifettzci mitochondrii, cytosolu,
endoplasmatickém retikulu nebo peroxisomech. Pamist&chto reakci je udrzeni b&né
redoxni a energetické rovnovahghem hypoxickych nebo anoxickych podminek. ddstatku
kysliku jsou tyto drahy rngnné a je tak limitovana jejich rolgipsignalizaci NO (Igamberdiev
et al., 2010).

U katalasy (EC 1.11.1.6) a xanthinoxidasy (1.17.8€roviZz predpoklada produkce
NO navzdory jejich znamé enzymové akdvifivocisna xanthinoxidasa (XOD) produkuje NO
v hypoxickych podminkéch, u rostlin byla aktivitaO® detekovana v peroxisomech hrachu
(Barroso et al., 1999). Katalasa produkuje NO dwaza je zndma jeji interakce s NADPH,
kalmodulinem a C&, u nichZ je zndmo, Ze se jedna o kofaktory &&mé NOS (Del Rio, 2011).
U kienové peroxidasy (1.11.1.7) byla popsana produk@e N-hydroxyargininu v fstomnosti
peroxidu vodiku (Huang J. et al., 2004). N@Z®& u rostlin vznikat i neenzymovou cestou.
V kyselém pH apoplastu dochazi k dismutaci dusitaauNO a dughan (Stohr & Uhlrich,
2002). Za fyziologickych podminekagobenim kyseliny askorbové (pH = 7hie dochézet
k redukci dusitanu na NO a kyselinu dehydroaskoobo{Yamasaki et al., 2000). DalSim
mozZnym neenzymovym mechanismem je v membranachogiésti premena dusitanu na NO

vlivem s\tla za katalyzy karotenoidy (Cooney et al., 1994).

Peroxisomy

Arginin-dependentni tvorba NO

GSNO

Hemoproteiny obsahujici molybden jako kofaktor/FeleStry
Katalasa

Xanthinoxidasa

Bunééné skéna
Neenzymova produkc

Chloroplasty
Arginin-dependentni tvorba NO
GSNO

Apoplast
Polyaminoxidasa

Vakuola

Cytosol

Nitratreduktasa (NR)

NADPH:NR

Hemoproteiny obsahujici molybden jako
kofaktor/FeS klastn

Mitochondrie
Arginin-dependentni tvorba NO

Plasmaticka membrana
Nitrit:NO reduktasa vazana na PM 1

Golgiho aparat

Endoplasmatické retikulum GSNO
Hemoproteiny obsahujici molybden Elektronovy transportrietszec
jako kofaktor/Fe-S klastry (cytc, cyt c oxidasa, komplex 111)

Obr. 1 Produkce NO v rostlinnéimee (upraveno podle Frohlich & Durner, 2011).
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Hlavni drahy pemgny NO u rostlin tvei: 1. Vychytavani NO nesymbiotickymi
hemoglobiny (nsHb), 2. reakce NO s glutathionem vzaiku GSNO a jeho degradace
enzymovou reakci katalyzovanou S-nitrosoglutatfédoktasou (GSNOR, EC 1.1.1.284),
3. reakce NO se superoxidovym radikadlem za tvorbyoxydusitanu (ONOQ, ktery je
detoxifikovan peroxiredoxiny (Prx, EC 1.11.1.15)ur{kci peroxydusitanu je émovana
podkapitola 1.2.1.1, problematika GSNOR je detgilapsana v kapitole 2). Hemoglobiny (Hb)
jsou globularni proteiny obsahujici hemovou skupikavalentd navazanou na blizké
histidinové residuum. Hb nejsou schopny pouze véyslik, ale maji vysokou afinitu tack
malych plynnych molekul, jako je pr&iNO. U rostlin je tato rodina proteirrozclena doctyr
podrodin: symbiotické Hb (v ludtindch a dalSich rostlindch fixujicich dusik v syosie
s bakteriemi) afit téidy nesymbiotickych hemoglohin(nsHb). Fyziologicka funkce &t8iny
nsHb nebyla dosud &gna, ale uifdy | nsHb u kukiice a vojeSky byla prokazana
NADH-dependentni katalyza reakce NO s kyslikemvazably dusénanu. Lapani NO nsHb je
zavislé na jeho produkci, akumulace NO je indukavlgpoxii, coZ bylo prokazano u rostlin

s overexpresi nsHbl (Leitner et al., 2009).

Dirahy pfemény NO

NO; NO;

n:\'IHIs PRX

\RI\J o GSH

———
GSNOR

NH,
Produkce NO
Obr. 2 Drahy produkce agmeny NO (grevzato z Leitner et al., 2009). U rostlin jsou m@in
drahy produkce NO: 1. prdasdnictvim enzymu podobnému NOS (dosud neidentifikay,
2. aktivitou dobe charakterizované nitratreduktasy, 3. neenzynatidkonverzi dusitanu na

NO pi nizkém pH. T hlavni drahy pemgny NO: 1. Vychytavani NO nesymbiotickymi

-13-



hemoglobiny (nsHb), 2. reakce NO s glutathionemvzaiku GSNO a degradace GSNO
enzymovou reakci S-nitrosoglutathionreduktasy (GBINCB. reakce NO se superoxidovym

radikdlem za tvorby peroxydusitanu (ONQQtery je detoxifikovan peroxiredoxiny (Prx).

1.1.2 Funkce NO u rostlin

Oxid dusnaty reguluje u rostlifadu vyznamnych procégako je dormance semen,
kliceni (Neill et al., 2002), expanze tish vegetativniirst stonku (Tun et al., 2006), vyvoj
kofenového systému (Stohr & Stremlau, 2005), pohybesich buik praduchi (Desikan et al.,
2002), senescence a programovanastnua smrt (Leshem et al., 1998), lignifikace &tmé
sttny (Pacoda et al., 2004) a metabolismus ébaych organel (Barroso et al., 1999).
V chloroplastech secdastni biosyntézy chlorofylu a fotofosforylace (Yeaki et al., 2000).
V mitochondriich reguluje cytochromoxidasu (Brown & Borutaite, 2002). Dale u peroxigo
byla popsana regulace katalasy a askorbatperoxjutasgednictvim NO (Clarke et al., 2000)
a v cytosolu regulace akonitasy (Navarre et aD820V Tab. 1 jsou uvedeny enzymy, u kterych
byla prokadzana aktivace (+) nebo inhibice (-) wiv&lO. Ri pasobeni biotickych stresovych
faktori m& NO roviz vyznamnou funkci v programované Buné smrti (Vandelle et al., 2006),
hypersenzitivni reakci (Delledonne et al., 19983yatémové odezv(Capone et al., 2004).
V ptipact abiotického stresu ma vyznanti poraréni (Huang X. et al., 2004),upobeni
vysokych teplot, sucha (Gould et al., 20033zkych kowi (Barroso et al., 2006).

Tab. 1Stimulani (+) a inhibéni (-) &inky NO na aktivitu enzyiinu rostlin (Misra et al., 2011).

Enzym Zdroj Aktivace (+)/ inhibice (-)
Nitratreduktasa Brassica chinensis +
PM H'/-ATPasa Lycopersicon esculentum +
Vakuolarni H/-ATPasa a FHPPasa Zea mays +
Superoxiddismutasa, Hordeum vulgare +
askorbéatperoxidasa, katalasa (salinitni stres)

Katalasa, askorbatperoxidasa Nicotiana tabacum -

Cytochromc oxidasa Rostlinné mitochondrie -

Methioninadenosyltransferasa Arabidopsis thaliana -
Koniferylalkoholperoxidasa Zinnia elegans -

Typ-1l metakaspasa AtMC9 Arabidopsis thaliana -

NO také moduluje expregiady gefi. Vedle obrannych gén (kddujicich protein
pathogenesis-related 1PR-1) a enzym fenylalanin-ammoniumlyasu (EC 4.3.1.2t9ké
indukuje expresi peroxidas (EC 1.11.1.x) a feriit{d.16.3.1), kifovych enzym biosyntézy
kyseliny jasmonové (Del Rio et al., 2004). NO akjiv expresi glutathion-S-transferasy
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(EC 2.5.1.18), chalkonsynthasy (2.3.1.74), glutatheroxidasy (1.11.1.9) a alternativni
oxidasy 1 (1.10.3.11). UArabidopsis byla popsana NO-zprasddkovana aktivace
ABA-dependentni SnRK2 kinasy (EC 2.7.11.1), kter& vgznamny vliv na toleranci rostlin
vuéi suchu. ABA-dependentni SnRK2 kinasy jséleny rodiny nespecifickych rostlinnych
serinovych/threoninovych kinas zapojenych v odplovpii pasobeni abiotickych stresovych
faktorn a vyvoji rostlin zavislém na kyselinabscisové (ABA). Mechanismus reakce
pravdpodobr spaiva v up-regulaci genové exprese DREB1A/CBF3 (dedtymh responsive
element-binding factor 1/C-repeat binding factok8yujici transkripni faktor, ktery reguluje
Sirokoutadu geii stresové odpadi (Courtois et al., 2008). NO inhibuje expresildkpidni
askorbéatperoxidasy (1.11.1.11), nesymbiotického dghobinu Lotus japonicus genu pro

ipomoelin — lektin pibuzny jacalinu produkovany v obranné reakci (Margi al., 2004).

Abioticky
(salinita, poranéni, tezke kovy, herbicidy)

& Bioticky
(mikrobidlni infekee, napadeni patogenem)
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Obr. 3 Vliv abiotickych a biotickych stresovych faki na syntézu NO v rostlinnych fikéch
a efekt NO na modulaci enzymové aktivity a genoxgrese vedouci k regulatady proces

(prevzato z Misra et al., 2011).

1.1.3 Signalni drahy NO v rostlinach

Podobr jako u Ziv@&iSnych systérnin, se signélni drahy NO u rostlinéld na
cGMP-dependentni drahy a cGMP-independentni drahy.

Principem mechanismu cGMP-dependentni drahy je avadlOD na hemovou
prosthetickou skupinu guanylatcyklasy. Vznikla kamfiaini zména rékolikanidsobs zvysi
aktivitu enzymu a je produkovan cGMP. U rostlin s@MP vyznam i regulaci iontovych
kanali a v obrannych mechanismech indukuje expresitgéweré syntetizuji sekundarni

metabolity. Analog rostlinné guanylatcyklasy (GC6.4.2) byl popsan ve studii Ludidi
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& Gehring, 2003 u struktuenptibuzného genu AtGC1 v genornfu thaliana. Exprimovany
protein €. coli) vykazoval aktivitu GC. Absence vazebného mistahm u AtGC1 poukazuje
na nemoznost vazby NO. Typicky jev pro rozpustnéuGtivatichi je zvySeni aktivity vliivem
NO, nebyl pozorovan u AtGC1l. Experimenty provederg studii Leitner et al., 2009
neprokazaly nd@ist cGMP u rostlin s overexpresi AtGC1. Ve studii &avet al., 2007 byla
popséana aktivita G@ vitro u membranového proteinu AtBRI1 - receptor pro sirassteroidy.
Déle byla popsana aktivita GC u kinasy AtPepR1djpsur 1 peptidovych signalnich molekul
s doménou bohatou na opakujici se leucinové sekydd et al., 2010) a receptoru PSKR1
(phytosulfokine receptor 1) (Kwezi et al., 2011)kli¢e nizkd enzymova aktivita naskuje
tomu, Ze funkceéthto proteiti neni dostéujici pro moznou funkci G@h vivo (Ashton et al.,
2011).

U rostlin bylo propojeni signalni drdhy NO s cADEBRpendentni signalni kaskadou
(cyklicka adenosindifosfatribosa-dependentni sigihkhskada), kterd vede ke zvysSeni hladiny
cytosolarniho C4, popsano ve studii Durner et al., 1998. U tabakiikdvaného virem
tabdkové mozaiky prokézali aktivaci gepodilejicich se na obranné reakci zvySenou syatézo
NO. Gould et al., 2003 popsali u kkntabaku vliv NO na zvySeni koncentrace cytosotdrni
C&" ionth po indukci hyperosmotického stresu a po aplikditeu kryptogeinu. Mezi
rostlinné cGMP-independentni dréahy ipasktivace proteinkinas aktivovanych mitogenem
(MAPK, EC 2.7.11.24). Dochazi k ovligni aktivity enzyni jejich reversibilni fosforylaci.
Tento proces je ovlivn pisobenim stresovych faktor

NO spolén¢ sdalSimi RNS nebo ROS funguje jako zptediovatel dinka
fytohormori v buikdch na molekularni Grovni. Zavisi na typu rostiho hormonu, zda se
jedné ve vztahu k NO o synergicky nebo antagomigti€inek. Nag. indukce NO v kéenech
okurky byla popsanatpaplikaci kyseliny indoloctové (Pacoda et al., 2D0Rovreéz kyselina
abscisova (ABA) a NO produkovany nitratreduktagpisobuji uzaieni stomat WA. thaliana
(Desikan et al.,, 2002). Antagonistickéispbeni mezi NO a ethylenem bylo popsano

v rostlinnych pletivech éhem dozravani a senescence (Leshem et al., 1998).
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Obr. 4 Signalni drahy NO v rostlinnych iikach (fevzato z Wimalasekera et al., 2011ji P

ptisobeni stresovych fakibje NO syntetizovan z dusianu za katalyzy nitratreduktasou nebo

z dusitanu neenzymovou cestou. Dalsi mozZnou cemoarginin-dependentni tvorba NO
zprostedkovana enzymem NOS, av3ak u vysSich rostlin aedgbud NOS identifikovana.
Diaminoxidasa (EC 1.4.3.22) a polyaminoxidasa (E&3113), enzymy oxidujici polyaminy,
mohou generovat NO ndmo produkci peroxidu vodiku nebo syntéza N@enprobihat fes
dosud necharakterizovanou cestu vyuZivajici polggniko substraty. NO indukuje zvy3eni
hladiny cytosolarniho CG& aktivaci transportu extracelularnich “Canebo mobilizaci
intracelularnich CHd zasob mechanismy zahrnujicimi cyklickou adenosisfitribosu
(cADPR), cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) a fagtacni kaskady (PK). ZvySené
cytosolarni koncentrace €areguluji aktivitu C&’-dependentnich proteinkinas (CDPKSs),
mitogenem-aktivovanych proteinkinas (MAPK, EC 2I724) a NtOSAK. NtOSAK,¢len
rodiny SnRK2 (sucrose nonfermenting 1-related pmokénase 2, EC 2.7.11.1), je sensorova
proteinkinasa popsana u tabaku, ktera je aktivowdamotickym stresem. NO také moduluje
nékteré buméné odpowdi procesem nitrosylace protéin Propojeni drah G4 NO a
proteinkinas v rostlinnych hikach g pasobeni stresovych fakibje podstatné pro odp&y
obrannou genovou expresi nebo deavm stomat. NO ma podobjako u Ziv@&ichi moznost
dvoji role gi regulaci koncentrace Egprostednictvim NO-dependentni aktivace nebo inhibice
C&" kana.
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1.2 Posttransl&ni modifikace proteina reaktivnimi formami dusiku

Posttransléni modifikace proteit, probihajici nitrosgnimi, nitratnimi a oxid&nimi
mechanismy, wuji klicové postaveni reaktivnich forem dusiku (RNS) aikys{ROS) v jejich
signalnich drahach a biologickychidcich. In vivo byly jiz charakterizovany uvedené procesy:
nitrosylace cysteinovych thiblza vzniku S-nitrosocysteinu a nitrace tyrosiniBsatrotyrosin.

Pfi vzajemnych interakcich mezi ROS a RNS dochazivisiku silnych nitr&nich

¢inidel, tyto stavy se oziaji jako tzv. nitroséni stres.

1.2.1 Nitrace proteini - marker nitrosaéniho stresu

Posttransléné probihajici nitrace specifickych tyrosinovych ksi v proteinech
spaiva v navazani -N©skupiny doortho- polohy aromatického kruhu. Dochazi keén@am
konformace modifikovaného proteinu, naslédnovlivnéni jeho biologické aktivity a blokaci
fosforylace nitrovaného tyrosinového residua. NepgmjSimi nitratnimi ¢inidly in vivojsou:
oxid dusnaty (NO-), oxid dusty (NO,-), peroxydusitan (ONOQ kyselina dusitd (HNE)
a nitrylchlorid (NQCI). Nejpravé&podobnéjSim mechanismem vzniku nitrého ¢inidla je
reakce peroxynitritu s hemovou peroxidasou (EC .1.7L Nitra&ni c¢inidla mohou vznikat
rozkladem dusitah hemoproteiny s pseudoperoxidasovou aktivitou. DalSmoznym
mechanismem vzniku niaiho ¢inidla je gima reakce NO v podétradikalu s tyrosylovymi
radikdly, které vznikaji jednoelektronovou redukgiosinu jako meziprodukty metabolickych
drah. Na produkci nitémich cinidel méa podstatny vliv zarovie probihajici tvorba NO
a superoxidového anionradikalu{Ov blizkych bugénych oddilech, kde fitze takto dochazet
ke tvork® peroxydusitanu (Hnizdova et al., 2009). Narozdi jnych posttransknich
modifikaci je nitrace tyrosin selektivni proces. Existuji 3 hlavni faktory, Keovliviwuji
selektivitu nitrace: vzdalenost protéind mista produkce nitkaich ¢inidel, mnozstvi proteinu
a pdaet tyrosinovych residui, okolni primarni sekvenggosinu (Ischiropoulos, 2003).
Nitrované proteiny jsou ve &8iné pripadi degradovany proteolyticky. Jinym donbem
degradacén vivo by mohla byt tzv. denitrace za katalyzy denitrasordak tento enzym nebyl
dosud potvrzen.

U rostlin plni nitrovany tyrosin funkci markeruimitrosa&nim stresu. VysSi hladina
nitrovanych proteifh byla pozorovana nejen u rostlin vystavenych athkgtin i biotickym
stresovym faktaim, ale nitrovany tyrosin byl detekovan i u zdravyostlin, coZ poukazuje na
moznost regulace metabolickych drah nitraci prdtéira fyziologickych podminek (Chaki et
al., 2009). V listech olivovniku byla popsana zuy@eprodukce RNS, NO i nitrovanych
proteim po pisobeni salinitniho stresu - viz. Obr. 5 (Valderraghal., 2007). #davkem SIN-1
(3-morpholinosydnonimin chlorid), lapa peroxydusitanu, neboifigavkem elicito#, které
indukuji tvorbu RNS, doSlo u batné kultury tabadku BY-2 ke zvySeni hladiny nitrovahy

proteimi (Saito et al., 2006). Naopak, u transgennich irglbaku se zvySenou hladinou
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rostlinnych hormofi cytokinini, byla hladina nitrovanych protéimizsi (Wilhelmova et al.,
2006).

Obr. 5 Imunolokalizace N@Tyr v piicnychiezech list olivovniku pomoci konfokalni laserév
skenovaci mikroskopie {pvzato z Valderrama et al., 2007). A — kontrolrép$eteny list.
B - list po oSaeni 200 mM chloridem sodnym. Krélipolyklonalni protilatka proti N@Tyr
(1:300), Cy-3 zngeny anti-kraléi IgG (1:1000). Usgka 200pm.

Proteomickéa analyz@. thaliana napadenych avirulentnim patogenéseudomonas
syringaepv. tomatorovréz prokazala zvySeny vyskyt nitrovanych protepo infekci. Bylo
identifikovano 11 proteiin, které byly v piibéhu hypersenzitivni reakce specificky nitrovany.
Jednalo se zejména o proteinyastnici se fotosyntézy, glykolyzy a asimiliace dnam
(Cecconi et al., 2009). U nitrace segpoklada, Ze se jedn& o jednu z hlavnich posliarish
modifikaci ve fotosyntetickém systému (Galetskiyakef 2011). Alvarez et al., 2011 se zabyvali
studiem inhibice enzymu O-acetylserin(thiol)lyadouArabidopsisnitraci tyrosinovych residui
tohoto enzymu. Byla prokdzéna selektivita této rfikalie - pouze jedno ze sedmi tyrosinovych
residui bylo nitrovano. ZvySena nitrace tyrosinpreteinech byla také popsana u citlivého

kultivaru slunénice po infekci plisni slur@icovou Plasmopara halstediijfChaki et al., 2009).

1.2.1.1 Peroxydusitan a nitrace tyrosinovych residibéhem hypersenzitivhi odpo¥di
Peroxydusitan se tvbdifazi-kontrolovanou reakci mezi stechiometrickpmmoZstvim
NO a superoxidu (Beckman et al., 1990). Reakceipéobejména v mistech tvorby superoxidu,
protoZe superoxidovy radikal je malo stabilni aireahopen difuze skrze membrany jako NO
(Denicola et al., 1998). Produkce peroxydusitanypqgeze limitovana dostupnosti uvedenych
prekursof. U rostlin je tvorba nizké hladiny peroxydusitatantinualni ve fotosyntetizujicich
chloroplastech, zatimco vysoké hladiny jsou symtetiny khem odpow¥di na stresové
podminky, které indukuji jak produkci NO, tak i grekci ROS. Hypersenzitivni odp&d je

u rostlin indukovana avirulentnimi patogeny, doéhkzychlé a spontanni akumulaci NO
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(Delledone et al., 1998) a superoxidu (Keller et 4998). Peroxydusitan byl detekovan
u tabakovych butk stimulovanych elicitorem INF1 (hlavni elicitin Mgovany plisni
bramborovou Rhytophthora infestans pomoci fluorescemi proby
3’-(p-aminofenyl)fluoresceinu (APF) (Saito et al., 200Byoblém s nizkou spedifiosti APF
sondy byl vyeSen vyvinutim nové sondy Hong-Kong-Green2, s podolzitlivosti jako APF,
ale s ¥¢tSi speciftnosti pro peroxydusitan (Sun et al., 2009). Tatodaobyla vyuZita pro
detekci peroxydusitanu u patosystému thaliana - Pseudomonas syringge. tomato
(PstAvrB. Indukce peroxydusitanu byla pozorovana 3 h pkitaci a vzrostla na maximum
po 8 h po inokulaci (Gaupels et al., 2012). Uddmych suspenznich kultur séjifaabidopsis
po aplikaci avirulentniho patogefseudomonas syringgev. glycineabyl pozorovan ndist
ROS a RNS jiz po 6 h (Delledonne et al., 2001).dbo&] u listi Arabidopsispo infiltraci
patogenenPseudomonas syringgev. tomato DC3000 abyla pozorovana produkce NO jiz
3-5 h po infiltraci (Zhang et al., 2003).

Presto, Ze tvorba peroxydusitanu neni enzyéraiimo kontrolovana, byla popsana jeho
detoxifikace pomoci peroxiredoxima dusinany. U rostlin byla peroxydusitan-detoxiftkd
aktivita prokadzana u dvou peroxiredokirv plastidech. Jednalo se o Prxlll a 2-Cys-Prx
(Sakamoto et al., 2003). | kdyZ neni syntéza petogiyanu regulovanaiimo, je rovnovaha
tohoto radikélu kontrolovanaadou negimych efektod, které jsou regulovany ¢hem
hypersenzitivni odpaydi. Peroxydusitan-detoxifikami aktivita PrxIlE je inhibovana
S-nitrosylaci uz &kolik hodin po infekci patogenem, coZ naZog, Ze je peroxydusitan
produkovén pouze v &itém case probihajici hypersenzitivni reakce (Gaupeds. €2012).

Byla identifikovdnatada protei, u nichZz khem hypersenzitivni reakce doSlo ke
specifické nitraci tyrosinovych residui (proteinsastnici se fotosyntézy, glykolyzy a asimiliace
dusinani). Existuje tak moZznost zapojeni peroxydusitanuo jakediatoru signalizace NO
béhem obranné reakce. Akumulace peroxydusitanu spohitraci tyrosinovych residui
v proteinech u infikovanych rostlin (Cecconi et 2009) potvrdily vyznam peroxydusitan jako
nitracnino ¢inidla. Peroxydusitan vytweny kEhem hypersenzitivni reakce je tedy
zprostedkovatelem signalizace NO - viz. Obr. 6.

Peroxydusitan je silnym nitéaim ¢inidlem, které dale reaguje s proteiny, lipidy a/®AN
za vzniku nitrovanych produkt(Vandelle & Delledonne, 2011). U Zigichi bylo prokazano,
Ze peroxydusitan indukuje bEfmou smrt a fispiva tak k cytotoxic#t prisuzované NO.
V pripac€ rostlin miZze byt situace odliSna. U beimé kultury s6ji po Hdavku
1 mM peroxydusitanu nebo pdigavku 5 mM SIN1, donoru NO, nedoslo k indukci &tmé
smrti (Delledonne et al., 2001). PodeébnoSetenim tabdkovych bwk uraty (lapae
peroxydusitanu) nebyla ovli¢na buréna smrt vyvolana po aplikaci elicitinu kryptogeinu

indukujiciho zvySenou produkci NO (Lamotte et &Q04). AvSak prd je peroxydusitan
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netoxicky pro rostlinnou biku je dosud neznamé. Jednou z hypotéz by mohladgtence
specifického detoxikaiho systému (Vandelle & Delledonne, 2011).

PrxIIE l S-nitrosylace

-u_\_\_\___

Modulace J
transdukce «ELl «_ @

signalu
9 Nitrace e
tyrosinovych
Y ; vy SOD

residui

Buné¢na smrt
vyvolana
hypersenzitivni
reakci

Obr. 6 Produkce a metabolismus peroxydusitanu,aastr tyrosinovych residui diky
peroxydusitanu #&hem hypersenzitivni reakce r@yzato z Vandelle & Delledonne, 2011).
U rezistentnich rostlin indukuji avirulentni patagemasivni produkci NO a ROSgetn
superoxidového radikalu a peroxidu vodiku. Rovnavahezi NO a peroxidem vodiku
kontroluje vyskyt bu&né smrti, jeZ je kiovym znakem hypersenzitivni reakce. Vedle toho,
NO pispiva ke zprogedkovani obrannych sigridl modifikaci klovych proteiri
tzv. S-nitrosylaci. S-nitrosylace inhibuje aktiviterxIlE, klicového proteinu detoxifikace
peroxydusitanu. Dochazi tak ke zvySeni jeho hladdiky reakci NO a superoxidu.
Peroxydusitan rowE specificky modifikuje tyrosinova residua v protech, modulatory

signalizace v obrannych reakcich rostlin.

1.2.2 S-nitrosylace

S-nitrosylace spgiva v kovalentnim navazani -NO skupiny na thiolopgstranni
fettzec cysteinového residua. Vzniklé S-nitrosothiolgjinobecnou strukturu RS-NO.¢kily
byva tento proces oztavan jako "nova fosforylace" i kdyz probiha bezyenavé katalyzy.
Stejre jako fosforylace je S-nitrosylace reversibilni &tné specifickd. Dochazi ke zmam
konformace cilového proteinu, coZz ube zasadh ovlivnit jeho funkci. Vznik
nizkomolekularnich S-nitrosothiol (RSNOs) probihd obdobnym twobem. Nejznan#jsi
nizkomolekularni RSNO, S-nitrosoglutathion (GSN@®@)in vivo stabilni a slouzi tak jako
zasobni a transportni forma NO v Zivych organism@®tartinez et al., 2004).

Mechanismus vzniku proteinovych S-nitrosothiblyl poprvé popsan ve studii Stamler
et al.,, 1992 u S-nitrosoalbuminu, hlavni transgoformy NO v krvi. Byla popsandada
mechanism vedoucich k produkci RSNOs, dosud neni znadmoy ktarich Fevliadain vivo.
Prvni draha je reakce NO s molekularnim kyslikermonsuperoxidem. NO je oxidovares
vySSi oxidy dusiku (ndp peroxydusitan). Redkim meziproduktem je radikal, ktery reaguje

s thiolatovym aniontem a vznikad odpovidajici Sestthiol. DalSim mechanismem jéimpa
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reakce sthioly. Nitrosytmi c¢inidlo (NO") reaguje s volnym thiolem nebo probiha
transnitrosyl&ni reakce mezi S-nitrosothiolem a proteinem, kteéyvolnou thiolovou skupinu
(Akhter et al., 2003). Jinym mechanismem vznikugakce s fechodnymi kovy, které funguiji
jako katalyzatory nebo mohou napomahat vzniku sitniovych kationt (Gow et al., 2004).

Biologicka reaktivita RSNOs zahrnujéimé efekty samotnych RSNOSs, transnittosa
reakce, S-thiolaci g@rodukci NO (Gow et al., 1997).fiPtransnitrosanich reakcich dochéazi
k pirenosu nitroso- furidni skupiny z RSNO na thiolovou skupinu diky nukigomu ataku:

RSNO + R'SH« RSH + R"SNO
S-thiolaini reakci vznika nitroxylovy aniont:
RSNO + R'S < RSSR + NO

Na enzymovém katabolismu S-nitrosothioin vitro se podili tyto systémy:
xanthin/xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2), Cu/Zn supieldigmutasa (1.15.1.2),
thioredoxin/thioredoxinreduktasa (EC  1.8.1.8, zkénm jen u  Zivéicha),
v glutamyltranspeptidasa (EC 2.3.2.2), glutathioapiglasa (EC 1.11.1.9) a GSNO reduktasa
(GSNOR, EC 1.1.1.284) (Gaston et al., 2003).

U NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related pofigi, kiEovém proteinu v procesu
systémo¥ ziskané rezistence (SAR), bylo zi$, Ze jeho subcelularni lokalizace
a transkrigni ko-aktivita jsou regulovany procesem S-nitrosglaOligomery NPR1 jsou
udrzovany pohromadintermolekularnimi disulfidovymi istky a jsou lokalizovany v cytosolu.
S-nitrosylace usnaije oligomerizaci NPR1, zatimco thioredoxinytgpbuji uvohovani
monomed, coZ je podporovano i dgobenim kyseliny salicylové. Protein NPR1
nezprostedkovava pouze expresi obrannychigale grispiva také k supresi JA-dependentnich
odpowdi v cytosolu dosud neznamym mechanismem. S-nlaosymiiZze Fispivat k negativni
komunikaci mezi signalnimi drdhami kyseliny saloyé (SA) a jasmonové (JA).
Allenoxidcyklasa (EC 5.3.99.6), enzym biosyntézy , JAe S-nitrosylovana dhem
hypersenzitivni odpadi rostlin a to pedstavuje dalSi mozny mechanismus regulace hladin
oxylipin. RovreZz S-nitrosylace proteinu 3 vazajiciho kyselinu csddivé (SABP3) vede ke
ztrag  SA-vazebné  kapacity a také inhibici  aktivity  kam&tanhydrasy.
Methioninadenosyltransferasa 1 (MAT1, EC 2.5.1.8) &astni biosyntézy ethylenu.
S-nitrosylace MAT1 zfisobuje inhibici biosyntézy ethylenu (Lindemayr ket 2005).

Je zndmo Ze, intracelularni hladina NO regulujgpgsu. O tom, zda NO bude chranit
buiku pred apoptosou nebo bude iniciovat &tmou smrt, rozhodujgada faktoi, jako je nap.
dostupnost NO, typ bék aj.. S-nitrosylace kritického cysteinového residiteré se nachazi
v aktivnim mist u vSech isoforem kaspas, je jednim z mechahanti-apoptotického dinku.

U Arabidopsis bylo popsano, Ze S-nitrosylace inhibuje autopigtekou aktivitu

prometakaspasy 9 =za fyziologickych podminek. Sssitlace inaktivuje cytosolarni
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glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH, EC 119}. u Arabidopsis ktera je
translokovana do jadra. S-nitrosylace se tedyanvyznama podilet i na kontrole buné
smrti (Belenghi et al., 2005).

U Arabidopsisbylo popsana inhibice aktivity PrxIlE S-nitrosyla®rxIIE je klicovy
protein detoxifikace peroxydusitanu (Sakamoto et 2003). Jeho inhibice vede ke zvySeni
hladiny peroxydusitanu diky reakci NO a superoxiéeroxydusitan specificky modifikuje
tyrosinova residua v proteinech, slouZzici jako ntattuy signalizace v obrannych reakcich
rostlin.  S-nitrosylace moduluje centralni body kergence ROS-dependentnich
a NO-dependentnich signalnich drah v odpowna stresové faktory deaktivaciileZitych

burg¢nych antioxidanich systém (Gaupels et al., 2012).

/ ONOO-
-7 \
0 \ Nitrace proteind

JA= dependentni odpoveédi

Jadro

Obr. 7 Charakteristické cile S-nitrosylace praieinrostlin (ffevzato z Leitner et al., 2009).
U S-nitrosylace probihajici za fyziologickych podek (modré Sipky) je fedpokladana
inhibice MAT1 a pMC9, dale pak usnauhi tvorby oligomeru NPR1. Indukce produkce NO
v obranné reakci vyvolané stresovym p&tém Cervené Sipky) vede k S-nitrosylaci GAPDH,
SABP3 a PrxIIE. Aktivita GAPDH je zamezena S-nitfl@si a protein je translokovan do jadra.
S-nitrosylace SABP3 vede ke ztfatSA-vazebné kapacity a také inhibici aktivity
karbonatanhydrasy. Ro¥h PrxIIE aktivita je inhibovana, coz vede ke zvy&eprodukci
peroxydusitanu a nitrovanych protéinPi indukci produkce NO také thioredoxin (TRX)
pusobi proti NPR1, dochazi k uvelm monomeru a translokaci do jadraeRiSované&ary

zn&i hypotetické interakce, S-nitrosylace je symbol&macervenymi kulékami.
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Pro objastni mozné role S-nitrosylace vihu burgcné smrti listi ryZe a identifikaci
ptislusnych S-nitrosylovanych protéinbyl proveden geneticky screening rozsahlych T-DNA
insegnich populaci pro identifikaci mutant s naruSenou homeostazou RSNOs
Saville-Griessovou metodou. Tentdigtup odhalil mutantanoel (nitric oxide excess )l
u nehoz byla popsana vyssi akumulace RSNOs resp. N&oxmani s divokym typem (WT).
U 10dennich mutafit noel péstovanych za nizkého adleni po genosu do podminek
s vysokou intenzitou ostleni doSlo k charakteristickému vyblednutidig 2. den a nasledné
burg¢né smrti 5. den. Pa&ii klonovani odhalilo, Ze tento gen koduje katalé®@sCATC)
ortologni ke AtCAT2. B swtlem-indukované buitné smrti list noelbyla pozorovana vyssi
aktivita nitratreduktasy produkujici NO a zvySeRé@raulace peroxidu vodiku v listech mutantu
noeli vjeho burcnych suspenznich kulturach. Odstfainnadbytku NO, fisobenim jeho
lapae PTIO (2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-dX3~oxid), vedlo ke sniZeni bené
smrti v listech i bu&énych suspenznich kulturactoel NO je tedy dleZity zprostedkovatel
H,O.-indukované buiné smrti. SniZzend hladina RSNOsugpbena overexpresi enzymu
GSNOR také zmirnila badnou smrt v listech mutaitnoel S-nitrosylované proteinyip
swtlem-indukované busgné smrti byly detekovany proteomickymfigtupy u WT inoel
Pouze woelbyly identifikovany S-nitrosylovany GAPDH a thiatexin, o nichZ je znamo, Ze
se i u Zivéicha podili na S-nitrosylaci regulované iné smrti (Lin et al., 2012).

Ve studii Camejo et al., 2013 byl studovany S-wsiytované proteiny izolované
z hrachovych mitochondriitppisobeni salinitniho stresu. Wipad salinitniho stresu u rostlin
vystavenych 150 mM NacCl po dobu 14 dni byl pozorow@nimalni péet S-nitrosylovanych
proteini: B-podjednotka ATP synthasy, peroxiredoxin a heatckhprotein 90. Pogr
NADH/NAD™ byl rovrez vyssi, porr NADPH/NADP" nebyl ovlivrén. Fluorimetricky
a konfokalni mikroskopii byla zaznamenana vysSidpkee NO v listech. Aktivita GSNOR
byla vyznamg zvy3ena, a to pra¥godobré v disledku dlouhodobéhotpobeni salinitniho
stresu. Bylo detekovano i zvySené mnoZstvi nitrgehn proteiri. Vysledky naznéuji,
Ze posttranstai modifikace mohou modulovat resgirh i fotorespirani drahy, rovez
i nekteré antioxidani enzymy, a to odliSnou S-nitrosylaci/denitrosylaa fyziologickych

podminek a takéippasobeni salinitniho stresu.

1.2.2.1 S-nitrosoglutathion

S-nitrosoglutathion (GSNO) je nejro&&iEjSim nizkomolekularnim S-nitrosothiolem
a vyznamnym zdrojem N@ vivo. Jedné se o derivat glutathionu, jehoZz systematidzev je
2S-2-amino-5-[[2R-1-(karboxymethylamino)-3-nitroatianyl-1-oxopropan-2-ylJamino]
-5-oxopentanova kyselina. Je znamo, Ze v rostlinrggstémech RSNOsipfyziologickych

koncentracich chrani Bky proti nitros@&nimu nebo oxidativnimu stresu. Na Obr. 8 je uveden
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schematicky model metabolismu S-nitrosoglutathiemostlinnych biikédch a jeho vyznamna
regulace prosédnictvim GSNO reduktasy (Leterrier et al., 2011).

Pri interakci meziA. thaliana a Pseudomonas syringagoslo ke zvySeni hladiny
RSNOs, i v pipac, kdy produkce NO nebyla zvySena (Feechan et @05R Stejny jev byl
pozorovan i u patosystému sldén&e x plisé slune&nicova (Chaki et al., 2009). U patosystému
A. thalianax Peronospora parasiticéyla pozorovana ogaé korelace mezi hladinou RSNOs
a aktivitou GSNOR. Na zakladziskanych experimentalnich dat byl navrZzen hypekgtmodel,
ve kterém hraji NO a GSNO roli pozitivnich regutétoostlinné rezistence, hypersenzitivni
odpovdi a aktivace obrannych g&nOdolnost rostlin je tedy zvySovana sniZzenim mpdi
GSNOR se satasnym naistem hladin intracelularnich RSNOs (Rustéruccilet2®07). Lze
tedy pedpokladat, Ze zémy hladiny RSNOsin vivo vlivem katabolismu GSNO
prostednictvim aktivity GSNOR vedou k modulaci obrannyaakci rostlin §i napadeni

GSH v NO

Cu

patogeny.

GSNO _ = GSSG
Transnitrosylace
NADH
Cys-5-NO Denitrosylace
GSSG + NH;

S-nitrosylace
proteinu NAD

Obr. 8 Schematicky model metabolismu S-nitrosogiidau v rostlinnych bikéach a regulace
prostednictvim GSNO reduktasyi@vzato z Leterrier et al., 2011). Oxid dusnaty (M€jguje

s redukovanym glutathionem (GSH) z@itpmnosti kysliku za tvorby S-nitrosoglutathionu
(GSNO). NADH-dependentni denitrosylaci diky akt@-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
vznika oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak gNHXipadré se nize GSNO v fitomnosti
reduktant, jimiZ jsou GSH, askorbat a Gupremsnovat na NO a GSSG. Na druhou stranu,
GSNO se raize podilet v procesu transnitrosylace vazbou N@ifseuSna cysteinova residua
proteim, dochazi k tzv. S-nitrosylaci. Tato posttragslamodifikace ovliviuje funkce Sirokého

spektra proteitn.
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2 Charakteristika rostlinné S-nitrosoglutathionreduktasy

2.1 Klasifikace

S-nitrosoglutathionreduktasa je znama také pod erazvNAD'-dependentni
formaldehyddehydrogenasa nebo také alkoholdehydesgetidy Il (ADH3). Systematicky
nazev je S-(hydroxymethyl)glutathion: NADoxidoreduktasa. Ve starsi liter&duse tento
enzym ozn&oval jako glutathion-dependentni formaldehyddehgdmasa (GD-FALDH,
GS-FDH), kdy v fivodni Klasifikaci byla GSNOR nespravroznaovana jako EC 1.2.1.1.
Pozdiji po odhaleni realniho mechanismu, kdy vlastnim substratem enzymi glemthion,
ale spontanh vytvoieny adukt glutathionu a formaldehydu, S-(hydroxymaBglutathion
(HMGSH), je enzym od roku 2005 ozimvan jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa
(EC 1.1.1.284). Tento enzym katalyzuje NAfependentni oxidaci HMGSH na
S-formylglutathion. avSak fyziologicky vyznajai  je dnes povaZzovana
S-nitrosoglutathionreduktdsova aktivita, redukciN&s za @asti NADH vznikd oxidovana
forma glutathionu (GSSG) a amoniak (Jensen e1998; Liu et al., 2001). V séasné odborné
literature se setkame ngstji s ndzvem S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR),ykdoposud
nebyl schvalen Nazvoslovnou komisi [IUBMB. Co sg&etgnzymové klasifikace, GSNOR naleZzi
do rodiny zinek-dependentnich alkoholdehydrogeniddy tlll (EC 1.1.1.1.), pro & je

charakteristicka vysoka afinita k alkobot s delSinfettzcem.

2.2 Reakéni mechanismus

Z klasifikace GSNOR vyplyva, Ze se jedn& o bifemkenzym. Na Obr. 9 je schéma
znézotiujici reakce katalyzované GSNOR, ADHdy 11l. Reduktasova reakce je povaZzovana
za fyziologicky vyznam&si. Regulaci hladiny GSNO hrajéldZitou roli v metabolismu RNS
na burcné drovni. Gilezitym faktorem ovliviujicim hladiny GSNO v hice je dostupnost
koenzymu NADH. V cytoplasije za normalnich podminek péniNAD*/NADH vysoky, coz
je priznivé pro oxidani reakce a pro reddki cesty naopak néjanivé. V kontrastu, po#n
NADP*/NADPH je nizky. Redukovana forma NADPH ma tak ummb fungovat jako
reduléni ¢inidlo v fad® biosyntetickych procés Rozdil v pordrech je praw klicovy pro fizné
role NADH a NADPH v metabolismu. U dosud popsanyorem GSNOR byla popsana
nemoznost alternativniho vyuziti NADPH jako koenzyri'y3si redukce GSNO je tak logicky
zprostedkovavana &Si dostupnosti a hladinou NADH vime. RoviZ se také fedpoklada,
Ze ADH fidy Il miZze sama produkovat NADH, a to diky dehydrogenaseakci, kdy
dehydrogenaci formaldehydu reagujicim s glutatmonenikad S-(hydroxymethyl)glutathion.
AvSak aby mohla tato reakce p#bimout, je v biice nutna fitomnost formaldehydu tadow

mikromolarnich koncentracich. Ostatni faktory, ¥ter je pevijsSi vazba NADH
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s apoenzymem nebo irreverzibilita redukce GSN@&ppvaji k tomu, Ze hlavni funkci enzymu
je katabolizace GSNO (Staab et al., 2008).

(@)
NHD  ADH3

GSH+CHO —— 11’“ ’ﬂj/ “‘n’m"’&[

O “ NH
he )ﬁ ™Y

*f-—'” NAD" NADH +H* o

HMGSH S-formylglutathion

b)
(®) uH  ADH3 0 wiy  OSH
)5 T\ J’ \ITA”JWF/_' S~ GSSG
__-:- + (r NHZOH
GSNO ~ NADH NAD/ M GSNHOH
T, H:0 e
_U\-. o H/N - = T J/ T /I\r/
DI b a
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GSONH ! GSOOH

Obr. 9 Reakce katalyzované GSNOR, alkoholdehydmagmntidy 1l (pievzato z Kubienova
et al, 2013). (a) Dehydrogendsovd reakce: NAEpendentni  oxidace
S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) na S-formyltgdthion. (b) Reduktasova reakce:
redukce S-nitrosoglutathionu (GSNO) na nestabilmiermediat N-hydroxysulfinamid
(GSNHOH). GSNHOH rniize reagovat s glutathionem (GSH) za tvorby glutatthisulfidu
(GSSG) a odspeni hydroxylaminu (NEDH). Nebo se také GSNHOH spontérpteskupi na
glutathionsulfinamid (GSON}). Fi nizkém pH niZe probihat hydrolyza GSONHa kyselinu
glutathionsulfinovou (GSOOH) a amoniak. Kéng produkt tedy zavisi na koncentraci
glutathionu (Jensen et al., 1998; Hedberg et @032

2.3 Vlastnosti GSNOR
2.3.1 Struktura

Krystalova struktura enzymu GSNOR Z8olanum lycopersicumcyv. Amateur
(SIGSNOR) reprezentuje prvni rostlinnou strukturDH\ téidy 1lIl. Enzym byl krystalizovan
v pritomnosti NAD a také NADH, rentgenostrukturni analyzou byla zgkéstruktury
v rozliseni 1,9 A a 2,1 A. Krystaly apoenzymu SIGHRa SIGSNOR s NAGsou primitivni
kosaitvereiné (orthorombicke), prostorové grupy P2 s jednim dimerem v asymetrické
jednotce. Zatimco krystaly SIGSNOR obsahujici NABIKBESH jsou primitivni orthorombickeé,
prostorove grupy R2;2; rovrez s jednim dimerem v asymetrické jednotce.

SIGSNOR je homodimer s MW 81,085 kDa (bez His-Tago&gateiniho methioninu)

a steji jako u ostatnich ADH se znamou strukturou, vstdpybou aktivnich mist se nachazi
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na jedné stranhdimeru, zatimco vazebna mista pro koenzym jsoalimdvana na protilehlé
straré dimeru. Kazda podjednotka se sklada z velké kitaly domény obsahujici dva atomy
zinku a doménu pro vazbu koenzymu. Katalyticka dwmébsahuje residua 1-177 a 327-379.
Maly NAD*-vazajici Rossmdiv zahyb se sklada z residui 178-326 ait¥davni cast stgné
plochy podjednotky. Gbkoenzym-vazajici domény jsou orientovany tak, &t [&lista kazdeé
domeény tvei dohromady dvanact prikpseudokontinualnihp-listu.

Aktivni misto, vysoce konzervované u SIGSNOR iki#@l$SSNOR (hGSNOR), leZi ve
velké S¢rbing mezi katalytickou a koenzym-vazajici doménou. Resi nachazejici se ve dvou
flexibilnich smykach es SErbinu (Trp54-Gly61l, Ala298-GIn302) a také residudc-109
a 360-370, vykazuji vysoké teplotni faktory (pokjdhodnota tzv. B-value vySSi nez 50,
Zznamena to, Ze se atom pohybuje tak interzi¥e miZze byt skZi pozorovan; népsgjsi jev
u atomii na povrchu proteinu). Srovnhanimiglou ADH I, a-helix (residua Argll7-Vall22,
rovnéz pozorovdna u hGSNOR (Yang et al., 1997jspva k ¥tSi kapacié a schopnosti
GSNOR vazat &Si substraty jako je GSNO. Oba atomy zinku jsozéw§ v kazdém
monomeru, nicmé&hna katalyze se podili pouze jeden atom zinku,ydro& Zejme strukturni
funkci. Katalyticky zingnaty iont fungujici jako Lewisova kyselina, je vAzéda Cys177
a Cys47, His69 a také Glu70 nebo hydroxidovy anieody, v zavislosti na specifickém
komplexu (viz. Obr. 10 (b), (c)). Residuum Glu70ué&DH1 v podobné pozici jako u ADH3,
ale nebyl pozorovan jeho kontakt s katalytickymkeim. Atom zinku se strukturni funkci je
vazan nactyii cysteiny (Cys99, Cys102, Cys105 a Cys113) podgako u ADH1. Bylo
potvrzeno, Ze vazba koenzymu je spojovana s pohwtemu zinku v aktivnim migta dochazi

ke znménam jeho koordinace (Kubienova et al., 2013).

(b)
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Obr. 10 Krystalova struktura rostlinné GSNOR &volanum lycopersicum(pievzato
z Kubienova et al., 2013). (a) Struktura GSNORi¥itopnosti NAD. Katalytickda doména
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a koenzym-vazajici doména jsou znazasn ¢ermns a swtle hreds. Koenzym NAD
(Zluté - atomy uhliku, modra - atomy dusikervenda - atomy kysliku) a atomy zinku (zelen
jsou znazorény kulickami. (b) Koordinace katalytického zinku (zedenve struktie
apoenzymu. (c) Binarni komplex s koenzymem NADIolekula vody v aktivnim mist je

znazorgnacervenymi kulékami.

U lidské GSNOR byla popsana pomoci metody niisitzené mutageneze (Engeland et
al., 1993; Estonius et al., 1994) a analyzy krgstalstruktury (Sanghani et al., 2002a; Sanghani
et al., 2002b; Yang et al., 1997)&iva role residui Thr47, Asp56, Glu58, Argl15 a Bdrbro
vazbu substratu HMGSH. U tzv. anion-vazebné kapgyehé residui GIn112, Argll5
a Lys284 byla potvrzena vazba na karboxylovou skwpiglycinu u HMGSH,

u 12-hydroxydodekanové kyseliny na karboxylatovyioan U rostlinné SIGSNOR jsou
piisludna residua konzervovana (keo@Iinl112 a Tyrl40) a jsouredstavovana Thr49, Asp58,
Glu60, Argll7 a Lys287 (viz. Obr. 11). Argll7 irtguje s karboxylatem glycinu HMGSH,
zatimco Asp58 a Glu60 vazi-aminoskupinuy-glutamatu HMGSH. S-hydroxymethylova
skupina HMGSH je vodikovou vazbou vadzana na Thidfon-vazebné kapsa kotvici karboxyl
o-hydroxymastnych kyselin neni ohréend a sklad4 se pouze ze dvou residui Argll7
a Lys287. Glutamin, tuéci vodikové vazby s atomy kysliku karboxylu u ksGSNOR, je

u rostlinné GSNOR nahrazen Gly114iésto rostlinnd GSNOR katabolizujehydroxymastné

kyseliny, avSak glutaminové residuum je velndiledité pro spravnou funkci anion-vazebné

kapsy a vysokou afinitu vazhly-hydroxymastnych kyselin (Kubienova et al., 2013).
(b)

Obr. 11 Porovnani aktivniho mista lidské GSNOR a&tlirmé GSNOR zeSolanum
lycopersicumcv. Amateur (pevzato z Kubienova et al., 2013). A - aktivni tmitidské
GSNOR (PDB 1MC5) vuzaené konformaci s navdzanym substrdtem HMGSH.
B - superpozice HMGSH v aktivnim mis$SIGSNOR (PDB 4DLB) v uzaené konformaci.

2.3.2 Sekvence, molekulova hmotnost a izoelektrickyod

Rostlinna GSNOR byla poprvé popsand.uthaliana Gen AtGSNOR1 (At5g43940)
byl nalezen v genomu v jedné kopii, délka odpovadanRNA je 1,4 kb (Martinez et al., 1996).
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Charakterizace tohoto genu po strance genetickéodhbmické byla popséana tkolika
publikacich jako ADH1tidy Il a glutathion-dependentni formaldehyddehygnoasa (Sakamoto
et al., 2002; Achkor et al., 2003; Diaz et al., 200

GSNOR je vysoce konzervovany enzym v celé rostlitige Byla prokdzéana 90%
identita GSNOR z r&gte s GSNOR Arabidopsisa kukdice. RovréZz byla popsana vysoka
podobnost s lidskou GSNOR (67%) a GSNOR zerevisiag61%) - viz. Obr. 12 (Kubienova
et al., 2013). V publikaci Lee et al., 2008 je umed, Ze residuum Glu283 je 100%
konzervovano uady organisrin. Arabidopsis ryZe, kukiice, ¢lovéka aE. coli Naopak, d¥
cysteinova residua Cys370 a Cys284 jsou konzenapénze u rostlin.

Metodou Western blot (pouZita protilatka anti-kry&DH3) byla utena MW
podjednotky 44,6 kDa u purifikovaného enzymu AtGIN(Martinez et al., 1996). V jiné
studii byl metodou Western blot pomoci protilatktigAtGSNOR detekovan band dilplizné
MW 40 kDa odpovidajici AtGSNOR (Lee et al., 200€etodou nativni elektroforézy pomoci
specifického barveni na aktivitu GD-FALDH byl dete#n band odpovidajici rekombinantni
AtGSNOR (exprimované k. col) voblasti 46,5 kDa (Sakamoto et al.,, 2002). Metod
SDS-PAGE byla stanovena MW podjednotky 45 kDa AtG@&N(exprimované &. cerevisiae
Achkor et al., 2003), 40 kDa hrachové GSNOR (Shaégaal., 1996) a 42 kDa u kutné
GSNOR (Wipperman et al.,, 1999). Vipad® GSNOR zrajete byla stanovena MW
podjednotky GSNOR 43 kDa metodou MALDI-TOF (Kubigacet al., 2013). Metodou gelové
permeé&ni chromatografie (GPC) bylo u vSech rostlinnyclzyemi GSNOR potvrzeno, Ze se
v nativni forng vyskytuji jako proteiny s dimerni strukturou. U kkiicné GSNOR byla
metodou GPC na kolénSuperose 6HR 10/30 stanovena hodnota MW 82 kDa&vman
et al., 1999), u hrachové GSNOR byla hodnota M3 &Ra po analyze na koldrSephacryl
S-200 (Uotila & Koivusalo, 1974), u zelendcghlorophytum comosun82 kDa po analyze na
koloné Sephacryl S-200 (Giese et al., 1994), ¢atg 90 kDa na kolanSuperdex 200 HR
(Kubienové et al., 2013).

Izoelektrickou fokusaci v gradientu pH 3-9 byly rstgeny izoelektrické body dvou
vizualizovanych bandAtGSNOR, a to 5,3 a 5,6 (Martinez et al., 1996).studii Achkor et al.,
2003 byla stanovena hodnota izoelektrického boflg ggradient pH 3-9, specifické barveni na
aktivitu GS-FDH). U zelenceChlorophytum comosunjyl stanoven pl = 5,9 (Giese et al.,
1994) a u kuktice 5,8 (Wipperman et al., 1999).
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Obr. 12 Porovnani aminokyselinovych sekvenci GSNORgete (GU296438)Arabidopsis
(CAA57973),¢loveka (M30471) &S. cerevisiadNM_001180228) v programu MUSCLE v3.8
(pfevzato z Kubienova et al., 2013). Identické amirsekiyny jsou zvyrazény ¢erns, podobné
(60% threshold) $edCtyti cysteiny Cys99, Cys102, Cys105, Cys113 vazajiakgiralni atom
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zinku jsou zvyrazénacerverg. Residua vazajici katalyticky atom zinku (Cys1Cys47, His69,
Glu70) jsou zvyrazna Zlug. Residua vazajici substrat HMGSH (Thr49, Asp58j68) jsou
zvyrazréna mode. Residua tvdci tzv. anion-vazebnou kapsu jsou zvyramn fialow.

Cislovani residui je uvedeno podle sekvence GSN@iRete.

2.3.3 Substratovéa specifita a kinetické parametry

Je znama vyrazna strukturni odliSnost aktivnihotanedkoholdehydrogenagidy |
v porovnani s alkoholdehydrogenasaitidyt Il (ADH3), mezi &z pati praw i GSNOR.
ZvétSené aktivni misto ADH3 je vhodné k navazastSich substrédt jako je napiklad
S-nitrosoglutathion, S-(hydroxymethyl)glutathiony-hydroxymastné kyseliny a alkoholy
s delSimtrettzcem (nap oktanol). Nevhodnymi substraty GSNOR jsou alkghdteré maji
v fetézci méré nez ¢tyti uhliky, nag. ethanol (Danielsson et al., 1992; Hoodg et alQ120
Sanghani et al., 2003). Md publikaci zabyvajicich se studiem lidské GSNOR@Bani et al.,
2000; Sanghani et al., 2006; Staab et al., 200®) &yperimentalé potvrzeno, Ze substratova
specifita GSNOR zavisi na délteezce isluSného substratu v souvislosti s velikosti aiitio
mista a interakcemi giglusnymi residui. Kbiova role residui Thr47, Asp56, Glu58, Arg115
a Tyr140 pro vazbu substratu HMGSH byla popséaridské GSNOR metodami misthizené
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mutageneze (Engeland et al., 1993; Estonius €1384) a analyzou krystalové struktury (Yang
et al., 1997; Sanghani et al., 2002a; Sanghani,&tG92b). U tzv. anion-vazebné kapsyieme
residui GIn112, Argll5 a Lys284 byla potvrzena eazia karboxylovou skupinu glycinu
u HMGSH a u 12-hydroxydodekanové kyseliny na kaytétovy anion. U rostlinné SIGSNOR
jsou gislusna residua konzervovana (ke®@In112 a Tyrl40) a jsoui@dstavovana Thr49,
Asp58, Glu60, Argl17 a Lys287. Argll17 interagujasboxylatem glycinu HMGSH, zatimco
Asp58 a GIu60 vazb-aminoskupinuy-glutamatu HMGSH. S-(hydroxymethyl)ova skupina
HMGSH je vodikovou vazbou vazana na Thr49. Aniomelmd kapsa kotvici karboxyl
w-hydroxymastnych kyselin neni ohr&end a skldda se pouze ze dvou residui Argll?
a Lys287. Glutamin, tudci vodikové vazby s atomy kysliku karboxylu u K8sGSNOR, je

u rostlinné GSNOR nahrazen Glyl14iégto rostlinna GSNOR katabolizujehydroxymastné
kyseliny, avSak glutaminové residuum je velniiledité pro spravnou funkci anion-vazebné
kapsy a vysokou afinitu vaziay-hydroxymastnych kyselin (Kubienova et al., 2013).

Jak jiz bylo zmigno GSNOR je vysoce konzervovany enzym v celé rostiiiSi. Byla
prokdzana 90% identita GSNOR zéetp s GSNOR Arabidopsisa kukuice. Neni tedy
piekvapujici, Ze byly uady substrdt nalezeny podobné hodnoky, Byla také prokézéana
moznost vyuZziti obou koenzyimNADH i NAD " diky podobnym hodnotarnd,, a u ragete byla
potvrzena strukturni analyzou. Nebyla pozorovamin@é&ndna konformace po vaziNADH
i NAD" u obou krystalovych struktur SIGSNOR (Kubienova att 2013). RovéZz byla
pozorovana &kolikandsobn vysSSi reakni rychlost NADH-dependentni redukce GSNO.
Rostlinna GSNOR specificky katalyzuje oxidaci cimydalkoholu, farnesolu a geraniolu, jak
jiz bylo popsano Arabidopsis(Achkor et al., 2003) a ré&gte (Kubienova et al., 2013). Za
fyziologickych podminek i pH = 7,5 byla vArabidopsisvyznamné pouze aktivita u farnesolu,
a to s k/Kn, 780 mM'min™. V kontrastu s lidskou GSNOR byla stanovena mnomarsi
katalyticka @innost u alkohal se stedre dlouhym fezcem jako je nap nonanol a také
w-hydroxymastnych kyselin, coz naznge, Ze se nejednd dimzené substraty rostlinnych
GSNOR (Achkor et al., 2003). Podstatné&mgnve sloZeni tzv. anion-vazebné kapsy v aktivnim
misg rostlinnych GSNOR wuji sniZzenou afinitu rostlinnych GSNOR dkhydroxymastnym
kyselinam. Glutamin, fiitomny u lidské GSNOR je nahrazen glycinem, comnbrdtvoreni
vodikové vazby s atomy kysliku karboxylové skuppiislusného substratu (Kubienova et al.,
2013). RoviZ je u rostlin diskutovanarppomnostw-hydroxymastnych kyselin. Bétna séna
rostlin je v oblasti jejich sekundarnich a terciéhnvrstev vyztuzena kutinem a suberinem
jejichz zakladnimi stavebnimi jednotkami jsow-hydroxymastné kyseliny (kyseliny
16-hydroxypalmitova, 18-hydroxystearovd). U hub odbylpotvrzeno, Ze kyselina
10-hydroxydodekanové a ji podobné sleniny jsou produkty metabolismu kyseliny linolenové

(Tressl et al., 1982). Jako ochrana proti bylozitavslouZi u rostlin cinnamylalkohol, farnesol
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a geraniol, volatilni slozky tzv. esenciélnich odlajeboli silic. Alkoholdehydrogenasy je
premenuji na gislusné aldehydy — geranial a citral.

Testovanim substratovych analog u lidské GSNOR @) bylo zjiS€no, Ze mastné
kyseliny se sedré dlouhymiettzcem (optimalni hodnota jedenéct a dvanéct tpkkderivaty
glutathionu nekompetitivhinhibuji redukci GSNO (Staab et al., 2009). Podojako hodnoty
Michaelisovy konstanty pro odpovidajiethydroxymastné kyseliny, byly inhimi konstanty
mastnych kyselin v mikromolarnim rozsahu a prok@zalvislost inhibini kapacity na délce
rettzce. Kyselina dodekanova byla popsana jako dmajdjSi specificky inhibitor hGSNOR
interagujici s Argl14 hGSNOR. Inhibitory odvozere giutathionu nily fadow milimolarni
hodnoty inhibénich konstant. Row u substituce sulfhydrylového protonu glutathionu
methylovou skupinou za vzniku S-methylglutathiomloyl zaznamenan vys3i inhihi (inek.

V ramci farmakologickych studii byl vyvinut novyhibitor N6022 pro inhibici lidské
GSNOR, jejiz substrat GSNOfrqustavuje vyznamny terapeuticky citi gécbé astmatu,
chronického obstruiiho plicniho onemocmi, plicni hypertenze, trombdézy aj. (Sun et al.,
2011). N6022, neboli 3-(5-(4-(1H-imidazol-1-y)fduL-(4-karbamoyl-2-methylphenyl)-
1H-pyrrol-2-yl) propionova kyselina, inhiboval hGEOIR v koncentraci 8 nM (hodnota
a pislusna hodnot&; = 2,5 nM. U hGSNOR bylo popsano, Ze propionova lkyaeba:niho
fettzce tohoto inhibitoru interaguje se vSebaini residui tvéicimi tzv. anion-vazebnou kapsu,
viz. Obr. 13 (Green et al., 2012).

Srovnanim s lidskou GSNOR byl&idnost inhibitodi u GSNOR z ra@jete mnohem
nizsi. Rekvapujicim ale stava, Ze inhibitor N6022 vykazoval vysokou inbifdi schopnost
i pro GSNOR z rajete. Byla stanovena hodnota4€ 300 nM a pislusna hodnoti; = 429 nM.
Podobri jako u pozminéné substratové specifity rostlinnych GSNOR $edpoklada, Ze na
vazbu inhibitoru maji afi vliv residua tveici anion-vazebnou kapsu, ve které rippdt
rostlinné GSNOR byla popsana absence glutaminuiéfoba et al., 2013).

S
| it.' = I."'“'l \ N

Obr. 13 Porovnani vazby N6022 a HMGSH do aktivnihista lidské GSNOR {pvzato
zGreen et al, 2012). (a) Interakce N6022 s amémebnou kapsou obsahujici
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N6022-GSNOR-NAD ternarni komplex. (b) Interakce HMGSH s anion-\ammi kapsou
obsahujici HMGSH-GSNOR-NADternarni komplex. Zorny Uhel u obou obrézieni stejny
a nejsou zobrazeny vSechny interakce. Vzdalenoatielv jsou carkovart a uvedeny

v angstromech (A).

2.4 Fyziologicka uloha GSNOR

GSNOR je klkovym enzymem katabolismu GSNO, ktery je stabilnigakiem NO
a slouzi jako jeho vyznamny zdraj vivo. Kontrolovanim intracelularni hladiny GSNO se
GSNOR podili na udrzovani homeostazy NO podstatnéaou proces. Bylo publikovano, Ze
aktivita GSNOR je vyznamné&ipvyvoji rostliny (Lee et al., 2008; Leterrier €t,&2011; Airaki
et al., 2011, Kubienova et al., 2013), v obrannywthanismechippatogenezi (Feechan et al.,
2005; Rustérucci et al., 2007; Chaki et al., 20@9)sobeni abiotickych stresovych falior
(Diaz et al., 2003; Barroso et al., 2006; Corpaal.e2008; Wiinsche et al., 2011; Chaki et al.,
2011; Airaki et al., 2012; Leterrier et al., 20BE5punya et al., 2012), regulaci Biné smrti
(Chen et al., 2009) a ochrarbuiky proti pisobeni nitroseniho stresu (Liu et al., 2001,
Sakamoto et al., 2002).

Charakterizaci mutantrabidopsis paraquat resistant2-1 (par24iyla prokazana jeho
dulezita role pi regulaci bugcné smrti (Chen et al., 2009). Produkce superoxighan2-1 je
srovnatelna jako u divokého typu po d&ei neselektivnim herbicidem paraquatem
(1,1"-dimethyl-4,4"-bipyridiniumdichlorid), coz nawje, ZePAR2 zpisobuje sniZzeni hladiny
superoxidu v regulaci bétné smrti. GerPAR2byl pomoci poziniho klonovani identifikovan
jako GSNOR1/HOT5Par2-1 mutant nese nesmyslnou mutaci vysoce konzervoeagéiinu,
coz zmsobuje nestabilitu mutantniho proteinu. Pomocidabrinofluorescein diacetatu byla
zjiSténa upar2-1 vyssi hladina NO v porovnani s divokym typem. Beteni divokého typu
donorem NO (nitroprussid sodny, SNP) byla st jeho rezistenceiwi paraquatu. Je také
zajimavé, Z2eGSNOR1/HOT5/PAR2e i na Urovni mRNA indukovan paraquatem, ale po
aplikaci donoru NO bylo pozorovano snizeni expreSgsledky tedy nazralji, Ze
GSNOR1/HOT5/PARRBraje dilezitou roli v regulaci bugné smrti u vy3Sich rostlin modulaci
hladiny NO.

2.4.1 Exprese a aktivita GSNOR u rostlin

VSudypitomné exprese GSNOR u rostlin byla popsana pop@abidopsisve studii
Martinez et al., 1996 pomoci metody Northern bRitvreZ ke studiim exprese GSNOR byly
vyuzity metody histochemické wArabidopsis (Diaz et al., 2004), imunohistochemické
u Raphanus sativua Arabidopsis- viz. Obr. 14 (Espunya et al., 2006) a imunofesmexini
metody u slunénice (Chaki et al., 2009) Arabidopsis(Espunya et al., 2012).
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Obr. 14 Imunochemicka lokalizace GSNOR Amabidopsis a Raphanus sativugprevzato

z Espunya et al., 2006). Specificka reakce préilg¢ indikovana tmayv hnédym zbarvenim.
(a-c) Rezy rzicovych list Arabidopsis detekce GSNOR v parenchymu (Pchy) a v cévnim
svazku. (d-g) Detekce GSNOR vikni R. sativus (e) Exprese GSNOR u bt
meristematické zony, (e-g) v elorigd zore je detekovana exprese v Ep, endodermis (End),
v nejvzdalenjSich buikach kortexu (Cx) a v fiwodnich butkach floému (Cc). U vnihiho Cx
nebyla zaznamenana exprese GSNOR. (h, i) Nega&tomtroly. Inkubaceaezi s anti-GSNOR
protilatkou a peroxidasovym detegkm systémem,preinkubace protilatky anti-GSNOR
s purifikovanymi GSNOR proteinyied imunolokalizanimi experimenty. Mkitko: (a & h)

50 um, (b) 20um, (c, f & g) 25um, (d & i) 300um, (e) 150um.

Ve studii Espunya et al., 2006 byla exprese GSNORrabidopsistaké stanovena
metodou Western blot s vyuZitinfipgravené primarni polyklonalni protilatky proti ABBIOR
exprimované jako rekombinantni proteinSy cerevisiae K analyze byly pouZity extrakty
z korene, fizicovych lisfi, stonku, korunnich listka kwtt A. thaliana ekotypu Columbia.
NejvysSi exprese proteinu GSNOR byla stanovenarerkp rizicovych listech a kstech.
Overexprese a/i knock-down GSNORigpbila u transgennich rostl&rabidopsisfenotypovy
projev s kratkymi kéeny. RoviZ byla pozorovana snizend hladina glutathionu a gé$tribuce
v kofenech, coz naztaje, ze GSNOR a tedy i GSNO mohou regulovat redostav
v rostlinnych organech.

Metodou Western blot (Obr. 15) byla Arabidopsis detekovana exprese GSNOR

v semenech, 2,5dennich semanéh gstovanych ve téy dale v kdenech, wizicovych listech,
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stonku, korunnich listcich a &ech 45dennich rostlin. NejvySSi exprese byla deiéhka

v kofenech, stonku a kKtech. Na zaklaglvysledki analyzy exprese GSNOR metodou Western
blot bylo porovnanim intenzity detekovanych barulrifikované rekombinantni AtGSNOR
piiblizné¢ urceno, Ze GSNOR zaujima 0,01 % celkovych prdtein obsazenych v listech
Arabidopsis(Lee et al., 2008).

1 2 3 4 5 6 7
GSNOR'-- .- ._'- u' -'
GAPDH ‘ﬂ|% = |

Obr. 15 Detekce exprese GSNOR metodou Westernubfatabidopsisa srovnani s expresi

GAPDH (prevzato z Lee et al., 2008, supplement). 1 - sem@na;2,5denni semetidy
péstované ve ti 45denni rostliny: 3 - Keny, 4 - fizicove listy, 5 - stonek, 6 - korunni listky,
7 - kwty.

Zmeny exprese GSNOR ve vyvoji tafte byly analyzovany metodou real-time PCR
u 10dennich semeti&, dale v fiznych organech 30 a 90dennich rostlin. V ranémiwstad

N e

vyvoje, u 10dennich semethd, byla exprese GSNOR vySSi v kotyledonu nez #eRkd

V pozadsjSim stadiu 30denni rostliny byla vySSi expreseiefi i stonku, naopak nizsi exprese
byla zaznamenéna v listech a apexu stonku, coZlagiuhse stanovenou aktivitou vilemi,
stonku a listech 6tydennich rostlin. Ve stadiwtemstvi byla roviZ pozorovana zvySena
exprese GSNOR, a to v pestikwihkach i Bhem vyvoje plod a jejich dozravani (Kubienova
et al., 2013).

U 25denni papriky@apsicum annuurh.) byla stanovena nejvysSi GSNOR aktivita ve
stonku a v listech, v keni byla naopak nizka. V kontrastu, w&oech byla stanovena nejvy3si
hladina GSNO i NO. Kvantifikace GSH, GSSG a GSN@Iprovedena metodou LC-ESI/MS:
obsah GSH byl 1,5x vy3Si nez vikai a 1,9x vy3Si nez ve stonku. Obsah GSSG a GSNO b
1,4x a 1,8x vy5Si v keni ve srovnani se stonkem a listy (Airaki et2011).

GSNOR aktivita i exprese byla stanovena udogich suspenznich linihrabidopsis
(Frungillo et al., 2012). U linii overexprimujiciddSNOR byla stanovena 13x vy3Si aktivita ve
srovnani s divokym typem (WT) a 28x vySSi aktivdaroti linim santisenseGSNOR. U linii
santisensésSNOR byla stanovena o 50 % niZ3i aktivita GSNORWtAnim s WT. Metodou
gRT-PCR byly stanoveny hladiny exprese. Oproti Wlaku linii overexprimujicich GSNOR
27x vySSi exprese a u liniiamitisenseGSNOR 0,13x niZSi exprese. Aktivita i exprese GERNO
byly sledovany dale u linii, které néy optimalni nutréni podminky. Aktivita u WT byla
0 50 % nizSi, u linii overexprimujicich GSNOR o 5 nizSi a u linii santisenseGSNOR

0 70 % nizSi. Na arovni transkripce GSNOR byl poxdn mirny naist exprese, nicmén
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nedostaténé nutréni podminky negativh moduluji GSNOR aktivitu pravgbodobré
posttranskripnimi mechanismy.

Analyza proteinové sekvence GSNORabidopsisna subcelularni trovni ukézala, Zze
je tento protein lokalizovan v cytosolu. AvSak mamnicka analyza peroxisdmArabidopsis
rovnéZ nazndila moznou lokalizaci i v této organele (Reumanalgt2007).

Opané korelace mezi expresi GSNOR a hladinou RSNOsjliypublikovany viad
studii (Feechan et al., 2005; Rustérucci et aDy720Qee et al., 2008; Yun et al., 2011). Také se
piedpokladd, Ze modulace intracelularni hladiny GSNi®y GSNO-reduktasové aktivit
ne@imo ovliviiuje i hladinu celkovych RSNOs vikadch pravédpodobre procesem
transnitrosanich reakci cysteinovych residuigiusnych proteit (Jensen et al., 1998; Liu et al.,
2001). Navic v souhlasu s faktem, Ze je GSNO isttdarnim donorem NO, byly nalezeny
pozitivni korelace mezi obsahem RSNOs a emisi NGtwdiich Airaki et al., 2011 a Frungillo
et al., 2012. Kontrolovanim intracelularni hladi®sNO se tak GSNOR podili na udrZovani
homeostazy NO podstatné gemu fyziologickych i patofyziologickych proaies

2.4.2 Role GSNOR v obranné reakci na stresové podnkiy

Charakteristiky GSNOR aktivity a/nebo exprese niznych stresovych podminkéach
byly uvedeny wadt studii a byly ziskanytizné vysledky v zavislosti na typu stresového faktor

U rostlin hrachu vystavenych nizkym teplotdm (8°€dobu 48 hodin) byla zvySena
aktivita GSNOR o0 67 %, 5x vySSi hladina RSNOs aSewma nitrace tyrosinovych residui
v proteinech (Corpas et al., 2008a). R&vnu papriky Capsicum annuurh.) v piipac stresu
nizkymi teplotami (8°C po dobu 1-3 dni) byl indukovoxidativni i nitroséni stres. Vyznamné
zmeny byly detekovany v listech: zvySena nitrace tyrogych residui v proteinech, zvySena
aktivita GSNOR, niZsi hladina NO a vy3Si hladinaH38iraki et al., 2012). Studie Lee et al.,
2008 prokazala, Ze GSNOR je vyznanmapojena v mechanismech termotolerance u rostlin
a aktivita GSNOR je esenciélni pro aklimatizacitliosArabidopsispti pisobeni vysokych
teplot. Rostliny s defektnim genem GSNG#®tE mutanti) maji snizenou odolnosi¢v stresu
indukovanému vyssimi teplotami, a to tstedku naruSené homeostdzy RSNOs a signalnich
drah RNS.

Vysoka toxicita &Zkych kovi naru3uje antioxidani obranu a indukuje oxidativni stres,
coZ se u rostlin projevuje zejména &mau inhibici jejich fistu, snizenou transpiraci a rychlosti
fotosyntézy a také snizenym obsahem chlorofylu ¢&8km et al., 2001). U hrachu po aplikaci
50 uM kadmia byla o 30 % nizSi aktivita i exprese GSN®Rkroskopicky byl stanoven nizsi
obsah RSNOs i NO v pletivech ofstych rostlin (Barroso et al., 2006). U seniia
Arabidopsis rostoucich v fitomnosti 500 uM arsenénanu (Leterrier et al., 2012) byla

detekovana zvySend aktivita GSNOR, vysSi nitragestgiu v proteinech a vy3Si hladina NO.
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Ve studii Diaz et al., 2003 byl sledovan vliv memgického poraéni a pisobeni
rostlinnych hormof na regulaci GSNOR Wrabidopsisa tabaku. V fipadt mechanického
poraréni dochéazi k represi genMt5g43940 kodujiciho GSNOR Arabidopsis Naopak, je
aktivovan misobenim kyseliny salicylové (SA). U tabaku po teweit kyselinou jasmonovou
poklesla hladina i aktivita GSNOR a vzrostla v odfth na SA. Mechanické poskozeni sténk
semenéki slune&nice zpisobilo, Ze v hypokotylech poramych rostlin byla aktivita GSNOR
snizena o 50 %, taktéZ i exprese byla o 58 % rii&ly detekci zvySené hladiny nitrovanych
tyrosinovych residui v proteinech spété se sniZzenou aktivitou GSNOR a akumulaci RSNOs -
typickych markel nitros&niho stresu, lze ipdpokladat jeho gbéh (Chaki et al., 2011).
S vyuzitim VIGS systému (virus induced gene sileggibyl proveden knock-down GSNOR
u tabdku RNicotiana attenuatp a byla studovdna obranna reakce rostlirly goraréni
herbivornim hmyzemManduca sexta(Winsche et al., 2011). Udeni GSNOR sniZilo
herbivorem-indukovanou akumulaci kyseliny jasmonoeé ethylenu, dvou tdeZitych
fytohormori regulujicich hladiny obrannych odpwmlf. Beze zrén zistala aktivita dvou
mitogenem-aktivovanych proteinkinas, proteinkinagydukované kyselinou salicylovou
a proteinkinasy indukované porarim. SniZend aktivita trypsin proteinasovych intaiti (TPIS)
byla detekovana u GSNOR-wehych rostlin po napadeni herbivornim hmyzem a tské
ukézalo, Ze GSNOR-ug®né rostliny vykazuji zvySenou citlivost. GSNOR m&& zodpovida
za methylajsmonatem indukovanou akumulaci sekumcirmetabolit podilejicich se na
obranné reakci (TPI, kaffeoylputrescin a diterpeénalykosidy), ale nepodili se na regulaci
transkripce JAZ3 (jasmonate ZIM-domain 3) a thracéaminasy. To naztigie, Ze GSNOR
bezpochyby zprogtdkovava jasmonatem indukované odfbyale ne vSechny. Uvedena data
nazn&uji, Ze by se GSNOR mohla stat cilem genetickychlifikaci pro zlepSeni rezistence
zentdélskych plodin w¢i herbivortim.

Ve studii Espunya et al.,, 2012 byl studovan vliv chemického porami listi
Arabidopsispro objasani role GSNOR v poramim-indukované odpadi a systémo¥ ziskané
rezistenci (SAR). U rostlin antisenseGSNOR se akumuluje vice RSNOs v pérarch
i systémovych listech v porovnani s divokym typeBylo také prokazano, Zze GSNOR
moduluje ethylen/JA-dependentni odpdivha poragni. JA-inducibilni genPDF1.2 prokazal
striktni korelaci s hladinami RSNOs (vysoka indukeeantisenserostlin, nizka indukce
u overexprimujicich rostlin v porovnani s divokyiypém). Imunolokalizaci byla potvrzena
zvySend hladina GSNO u rostlin s antisense GSN@RBrevnani s WT. ZvySena akumulace
GSNO byla pozorovana v porarych i systémovych listech. \fipac systémovych list byl
GSNO lokalizovan v cévnich pletivech a v parenchyodobg, v poragnych hypokotylech
slunenice byla odhalena akumulace GSNO i snizend hla@G8AIOR (Chaki et al., 2011).
Ve studii Diaz et al., 2003 byla u po&agch listi + pisobeni JA vArabidopsisdetekovana

. w

nizSi exprese GSNOR. Ve studii Rustérucci et &Q72byla navrZzena hypotéza, Zze GSNO je
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mobilnim signalem pro aktivaci SAR. GSNOR je lokalidna ve floému a je schopna
regulovat transport signalu. Jeji substrdt GSNOIgkalizovan v buikach kolenchymu
priléhajicich k cévnimu kambiu (Barroso et al., 2008ni ale objasmo, zda samotny GSNO
nebo generovany jako sekundarni signal z pongeh listi, odpovida signaluifristku GSNO
ve vzdalegjSich mistech. SA-zpragidkovana aktivace SAR vyZaduje akumulaci GSNO ve
vzdalerjSich mistech: infiltrace SA nebyla dostaté pro indukciPR1v systémové odpedi

u GSNOR overexprimujicich rostlin, ale naopak immtda PR1 u GSNORantisenserostlin.
Navic u WT po aplikaci donoru NO (SNP) byla induling exprese proteinu PR1 v panaych

i systémovych listech. Podobrve studii Rustérucci et al., 2007, u transgenmiastlin
ArabidopsissantisenséGSNOR byla zvySena SAR v porovnani s rostlinangrexprimujicimi
GSNOR. V kontrastu s publikovanymi daty u mutaatgsnor-1a atgsnor-3(Feechan et al.,
2005) byly u obou linii stanoveny podobné hladinp ko u WT. To znamena, Ze
u studovanych mutaints pozrénénymi hladinami GSNOR a GSNO (Espunya et al., 2012)
nebyly pozorovany iimé efekty na akumulaci SA. Navic tyto mutantnielityly schopny
vyvolat expresiPR1 exogennim fidavkem SA, coZ naztaje, Ze SA-signalni drdha nebyla
narusena. Je zndmo, Ze signalni draha SA je rendoprosednictvim aktivity a subcelularni
lokalizace NPR1. NPR1 je lokalizovan v cytosoluxidované oligomerni forth Akumulace
SA po ataku patogena vede k redukci NPR1 a nasletbméomerizaci. Monomer NPR1 je
translokovan do jadra, kde interaguje s trangkiip faktorem TGAL aktivujicinPR1 expresi.
NPR1/TGAL signélni draha je regulovana NO/GSNO @sem S-nitrosylace a glutathionylace
obou proteid (Tada et al., 2008; Lindermayr et al.,, 2010). teesylace NPR1 vede
k oligomerizaci proteinu, ktery je lokalizovan vtoplasng (Tada et al., 2008). Lindermayr
et al., 2010 uvadi, Ze NO podporuje translokaci NPBRo jadra, kde interaguje
s S-nitrosylovanym TGA1L, majicim zvySenou DNA-vazeb aktivitu. Pro sloteni tchto
raznych hypotéz bylo navrzeno, Ze S-nitrosylaci zZpeokovana oligomerace nemusi mit pro
NPR1 inhibéni &inek, ale niZze gedstavovat krok akumulace monomeéimZz napomaha
pozitivnimu efektu NO/GSNO v obranné reakci rosthtavic, ve studii Lindermayr er al., 2010
je navrzeno, Ze aktivace NPR1 S-nitrosyladZenprobihat znovu poté, jakmile je protein jiz
v jadre. Tyto komplexni a zdankvprotichidné &inky NO/GSNO na regulaci NPR1 mohou
vyswtlovat, pr& vysledky ziskané ve studii Feechan et al.,, 2005ou&asi s vysledky
publikovanymi Rustérucci et al., 2007. fyeni gefh kddujiciho GSNOR tiZe zcela branit
aktivaci signalni drahy NPR1/TGALl. Vzhledem k nigkshladindAm GSNOR aktivity jsou
podporovany vhodné pamy S-nitrosylovanych/glutathionylovanych NPR1/TGAfbrem

s pozitivnim @inkem na obranu rostlin. Navic, obranné odfh\mutanti s vifazenym genem
kddujicim GSNOR jsou viznych ekotypechArabidopsisnapads rozdilné (Feechan et al.,
2005). Data uvedena ve studii Espunya et al., p@tporuji mySlenku, Ze nizké (ale ne nulové)

hladiny GSNOR aktivity maji pozitivni vliv na rosthou obrannou reakci, zejména ri&eni
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SAR. RovrZz objasiuji vyznam GSNOR aktivity v modulaci systémoveé odfabh pri
mechanickém pora&ni rostliny nebo jejim napadenim patogeny. Vysledkgzuji, Ze GSNO
pusobi synergicky s rostlinnymi hormony, které gadini rostlinné obrany (SA a JA) aktivaci

odpowdi gerii v lokélnich a systémovych mistech.

3 Charakteristika patosystémuLactuca spp.Bremia lactucae

Kulturni formy salatu a jehoifbuzné divoké druhy z roduactucaspp. byvaji¢asto
napadeny patogenerB. lactucae jejiz infekce se projevuje nazloutlymi skvrnantizmé
velikosti, za sucha knou a za vihka probiha hnilobny rozkldgl. lactucaetak zpisobuje
obrovské hospodgké ztraty ve vynosu zeklskych plodin (Lebeda et al., 2006). Vzhledem
k vysoké genotypové a fenotypové variabilje patosystémlLactuca spp. X B. lactucae
vyuZivanym modelem pro studium interakci rostlirmymotrofnich oomycet na molekularni
arovni (Lebeda et al., 2008). Geneticky je inteeskactucaspp. xB. lactucaecharakterizovana
na zéklad teorie gen-proti-genuipdpokladajici, Ze kazdému genu rezistence hogktets
organismu odpovida specificky faktor avirulencesgrevirulence) patogenu, ktery vznikl jako
dusledek vzajemné ko-evoluce obou sloZek patosystBnwnapadeni hostitelského organismu
patogenem je nutné, abyémpatogen nejmén stejny paet geri virulence odpovidajicim
specificky gedm rezistence. Wactucaspp. byly dosud popsanityti typy rezistence &i
B. lactucaekazdy typ je s jinym fenotypovym projevem: rasepecifickd, rasavnespecificka,
polni a nehostitelska. Jednotlivé typy rezistereeaiZivaji ve Slechhi novych odiid a byva
hledana ufita kombinace faktdr pro odolnost salatu nejeriidr B. lactucae ale roviZ proti
dalSim chorobdm (Lebeda & Pink, 1998). Rasepecificka rezistence je schopnost rostliny
odolavat ugitym rasam (izoldtm), v kontrastu k tomu jsou rostliny nachylné kyjimizolatim
patogenaB. lactucae.Odolnost hostitele §&i urcité rase patogena byvacowana pomoci
specifickych dominantnich gérrezistence, tzvDm geni, resp. faktok rezistence: R-faktdr
(jako Dm geny jsou ozn#mvany faktory rezistence se znamym sloZenim). Vashus teorii
gen-proti-genu, jsou u patogerid lactucae piitomny specifické geny avirulenceAwr).

V systému Lactuca spp. x Bremia lactucaeje znamo 38 specifickych fakibrrezistence
(R-faktorh) a 13 gen rezistencedm gen), vétSina byla detekovanalu serriola ale jen uité

z nich maji v praxi vyznam pro Sleéht salatu (Lebeda et al., 2006). V ramci
fytopatologického experimentu wguloZené diplomové praci byla k inokulaci vybranymi
genoty Lactuca spp. L. sativa UCDM2, L. serriola L. sativa cv. Mariska,L. virosa

L. saligng pouzitaB. lactucaeRegel rasa BL16 (genotyp avirulenderl4+Avrl5+Avrl§,

charakteristika odp@di je uvedena v Tab. 2.
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Béhem infekceB. lactucaedochazi k nasledujicim prodes (Sedl#ova et al., 2001):

1. Adheze konidie na listechproces je ovlivén vlhkosti (je vyZadovana 90-100% vlhkost),

teplotou (optimalni je v rozmezi 12-15°C), postdwuefisti a jejich povrchovou strukturou.
2. Prepenetracedochazi ke kéieni konidie, tvéi se kléni vidkno a apresorium.

3. Penetrace a tvorba infekch struktur- u B. lactucaemize piinik do hostitele probihat

dvéma moznymi cestami:

a) neimou — Pes stomata, lenticely, hydatody a p@rasim

b) piimou — pes epidermis

Z apresoria pronikaji: infeéki viakno, primarni vezikulus, sekundarni vezikulas spoléné

tyto dva vezikuly vypiuji prostor epidermalini kiky, tvori se haustoria a intracelularni hyfy.

Na Obr. 16 jsou zobrazeny infgk struktury B. lactucaea rovréZz také odpodi
v pletivech Lactuca spp.. Pevazujicim mechanismem rezistence Lactuca spp. Wéi
B. lactucaeje indukce tzv. hypersenzitivni reakce (HR) (Lebedaal., 2006). HR j&asna
lok&lni obranna reakce vedouci k mistnimu programému oduifeni rostlinné biikky s cilem
zabranit eni patogena (nedostatek vyZivy pro biotrofni patwg organismy). Tato strategie
ochrany je zaloZzena na rozpoznani patogena a ka&auirhuiky patogena s hitkou hostitele
v pletivu gilehlém k mistu infekce (Greenberg, 1997). HR gutevana kyselinou salicylovou,
kyselinou jasmonovou a ethylenem (Hoeberichts & téfolg, 2003). U #tSiny genotyf
Lactuca spp. byla HR lokalizovdna pouze v infikovanych epidalnich biikdch, avSak
u L. virosabyla HR detekovana i v sousednichikéch infikovaného mista.cetns mezofylu
(viz. Tab. 2). Mechanismus rezistence odliSny od, H¥pické pro rasovou specificitu,
byl zaznamenén u. saligng genotypu nesoucim faktor rezistence R39. Vyvdapgena byl
zastaven na urovni primarnich vezikul, HR byla 7ah& vyraz® pomaleji ve srovnani
s ostatnimi rezistentnimi genotypy (Seédié et al., 2001).

V interakci Lactuca spp.B. lactucaebyla rovréz detekovana produkce NO metodou
konfokalni mikroskopie s vyuzitim fluorescamn sondy DAF-FM-DA (Sedi@va et al., 2011).
Produkce NO byla detekovana v infekch strukturdch patogena u citlivych i rezistechini
genotyp, avSak odlisé v zavislosti naizném ndasovani vyvoje patogena. Ve & klicniho
vlakna a apresoria byl detekovan silny signal N®r(Q7 (a)), indikujici esencialni roli této
molekuly v procesuiistu infeknich struktur patogena a jeho penetrace. Slab$ilsiyO
byl detekovan ve vyvoji primarnich a sekundarnietikula (Obr. 17 (f)), intracelularnich hyf
a haustorii u citliveho genotypu L. sativa UCDM2b(O17 (d)). UL. virosg genotypu getnou
hypersenzitivni odpadi, byl NO lokalizovan v penetrovanych itikdch i probihajici HR
jest pred vyskytem nekrézy (Obr. 17 (b), (c)).
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Obr. 16 Infekni struktury B. lactucae(rasa BL16) a odp@di v pletivech Lactuca spp
(prevzato z Sedtava et al.,, 2011). (a) Germina& lactucae (b) Detail kltniho vliakna

s apresoriem W. virosa (c), (d) Epidermalni hiky nachylného genotypl. sativaUCDM2
penetrované: (c) primarnimi infékimi strukturami 24 hpi, (d) haustorii 168 hpi.
(e) Hypersenzitivni reakce L. saligna 48 hpi. (f) Pozdni stadium hypersenzitivni reakce
u L. virosa48 hpi. Struktury: spora (S), &tii viakno (GT), apresorium (A), primarni vezikuly
(PV), sekundarni vezikuly (SV), intracelularni hyfad), haustorium (H). Mtitko 20 pum.
Barveno 1% anilinovou mad

Tab. 2 Charakteristika odp&di Lactucaspp. wi¢i patogeniB. lactucae(rasa BL16).
Upraveno podle Sedidva et al., 2007.

Genotyp R- Kompatibilita Intenzita HA+ PN NC
Lactuca spp. faktory  srasou BL16  sporulace IH/SV 48 hpi 48 hpi
14 dai (%) 48 hpi (%)
L. sativa Dm2 + 87 0,69 12 1,00
UCDM2
L. serriola Dm16 + 80 0,68 19 1,00
(LSE/18)
L. sativa R18 - 0 0,55 47 1,00
cv. Mariska
L. saligna R39 - 0 0,00 19 1,00
(CGN 05271)
L. virosa R? - 0 0,42 100 1,46

(NVRS 10.001602)

R? = nespecifikovany gen rezistence, hpi = hodinnpkulaci, HA+IH/SV = porér haustorii

a intracelularnich hyf tienych ze sekundarnich vezikuldai = dni po inokulaci,
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PN = procento infikovanych mist s HR epidermalnimikami, NC = pdet HR epidermalnich
burgk v infikovaném mist. Kazdéa hodnota reprezentujéiper z 15 pozorovani.

Obr. 17 Produkce NO B. lactucaea hostitelskych epidermalnich kitknvizualizovana CLSM
(prevzato z Sedtava et al., 2011). (a) @em germinac®. lactucaebyl signal NO detekovan
v klicnych vldknech a appresoril, virosa 24 hpi. (b), (c) U rezistentnich genotyjyla
popsana akumulace NO u pre-nekrotickych &u24 hpi: (b) L. saligna (c) L. virosa
(d) Signal NO u epidermalnich btlncitlivého genotypu.. sativaUCDM2 - tvorba haustorii
168 hpi. (e) pozdni stadium infekce - autofluoreseeinfeknich struktur v pibéhu HR
kolokalizovana s (f). (f) signal NO-citlivé fluoresrtni barviky DAF-FM-DA u L. virosa
168 hpi. Infekni struktury: spora (S), Kini vlakno (GT), apresorium (A), primarni vezikuly
(PV), sekundarni vezikuly (SV), intracelularni hyfad), haustorium (H). Mtitko 20 um.
Barveno 2QuM DAF-FM-DA (excitace 488 nm, emise 519 nm).
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1 Material a pristroje

1.1 Chemikalie

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

Agrisera (Svédsko):primarni polyklonalni kréatii protilatka antiArabidopsis thalianaGSNOR.
AppliChem (Némecko): guanidium-HCI; NADH; suSené nizkatueé mléko.

Axon Medchem (Holandsko):N6022.

Bio-Labs (UK): proteinovy standard pro SDS-PAGE.

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R-250; proteinovy standprd gelovou permeai
chromatografii.

Bruker Daltonik (N émecko): peptidové standardy pro MS ,Peptide Calibraticeng8ard I1*.
Fermentas (Litva): RNasa.

Lachema (Ceské republika): aceton; diethylether; formaldehyd; hydroxidy - spddraselny;
chlorid haecnaty; kyseliny - octova, borita, fosfarg; methanol.

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny; uhtitan amonny.

Merck (Némecko): Ponceau S.

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

Roth (Némecko): LB-médium.

Santa Cruz Biotechnology (USA)iuminol.

Sigma-Aldrich (Némecko): akrylamid;alkoholy -butanol, cinnamylalkohol, farnesol, geraniol,
geranylgeraniol, heptanol, hexanol, oktanol, pesitardihydrogenfosforégnan draselny;
dihydrogenfosforénan sodny; DTT; DMSO; dusitan sodny; dodecylsulsatny; glycin;
glycerol; ho¥zi sérovy albumin; hydrogenfosférean draselny dihydrat; hydrogenfosféman
sodny dihydréat; chromatograficky sorbent IDA-Sepisa; imidazol; IPTG; lysozym; mastné
kyseliny - dekanova, dodekanova, oktanova, 12-hgdatodekanova, 10-hydroxydekanova,
8-hydroxyoktanova; merkaptoethanol; ¥owina; N-acetyl{ -cystein; NAD; NBT-BCIP; NBT;

N, N'-methylenbisakrylamidN, N, N, N'-tetramethylethylendiamin; persiran amonny; PMS;
PMSF; sekundéarni anti-kréli protilatka (imunizace kozy) 1gG peroxidasovy kogt;
sekundéarni anti-krali protilatka (imunizace kozy)lgG zn&ena alkalickou fosfatasou;
streptomycin; Tween-20.

Thermo Scientific (USA): B-PER.

Top-Bio (Ceska republika): DNasa.

Primarni polyklondlni protilatka anti-SIGSNOR: Purifikovany rekombinantni protein

GSNOR zeSolanum lycopersicurav. Amateur (Kubienova et al., 2013) byl injektovdo

krdlika standardni metodou publikovanou ve studirlélv & Lane, 1988. Protilatka byla
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ptipravena ve spolupraci s prof. Navratilem z Katedgrecné biologie a genetiky {P UP

Olomouc.

1.2 Fistroje a experimentélni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, &necko); autoklav 2540 EKA (Tuttnaueréidecko);
blotovaci papir ALBET (ScienceLab, USA); centrifu@d31R (Thermo Jouan, Francie);
centrifuga 6K15 (Sigma, &inecko); centrifugéni filtry Amicon Ultra-4 10 kDa cut-off
(Millipore, USA); digitalni pH metr (InoLab pH lele Némecko); digitalni pedvazky (KERN,
Némecko); dokumentai zaizeni BioSpectrum AC Chemi 410 (UVP, USA); elekbrafticky
systém Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); kiemagneticka mickika (IKA,
Némecko); hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bzu Daltonik, NNmecko); kapalinovy
chromatograf pro ®édrétlakou chromatografii BioLogic Duo Flow (Bio-Rad, S4)
s napojenou kolonou Superdex 200 HR 10/30(GE Hemith Velka Britanie); kolonky
HisPur™ Cobalt Spin Columns (Thermo Scientific, USA); kdtgnNAP-10 (GE Healthcare,
USA); laminarni box (Schoellef;R); magneticka micka (IKA, Némecko); MALDI tegik
AnchorChip 600/96 (Bruker Daltonik, d&hecko); mikrodestky Test plate 96F (TPP,
Svycarsko); nitrocelulosova membrana Q5 (Bio-Rad, USA); PCR termocykler (Eppendorf,
Némecko); spektrofotometr Beckman DU 7500 (Beckmarnul@o, USA); spektrofotometr
BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat (Grant,;Wi€paka VXR basic (IKA, Nmecko);
vortex (Stuart, UK); vodni laze(Grant, UK); zéizeni pro afinitni nizkotlakou kapalinovou
chromatografii: peristalticka pumpa P3 (GE Healthca UK), kolona napkna
Co-(ll)-IDA-Sepharosou (Sigma-Aldrich, dfecko), tidici jednotka a detektor UV1 (GE
Healthcare, UK), sisa¢ frakci SC 100 (Beckman Coulter, USA), dvoukanal@apisova
Recorder 2210 (LKB Bromma, Kanada);iizeni pro rychlou imunodetekci SNAP id.
(Millipore, USA); zdizeni pro rychly transfer prot€ginna membranu Trans-Blot Turbo
(Bio-Rad, USA); zdroj pro elektroforézu PowerPa® 8Bio-Rad, USA).

1.3 Biologicky material
1.3.1 Transformované buiky Escherichia coli

Bakterialni kultura kompetentnich bikn T7 expressk. coli byla transformovana
vektorem pCDFDuet-1 (Novagen, USA) s vloZenou se&vB0GSNOR, kddujici gen GSNOR
z Brassica oleraceaar. botrytis (1140 bp, GenBank JX104828.1), a $8GR, kddujici gen
GSNOR zLactuca sativdJCDM2 (1134 bp, GenBank JX104827.1).

Transformované hiky E. coli pipravila a poskytla pro nasledujici praci konzutkan

piedloZzené diplomové prace Mgr. Lucie Kubienova.
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1.3.2 Rostlinny material

Listy 50dennich rostlinS. lycopersicumcv. Amateur, B. oleracea var. botrytis
aL. sativaUCDM2 byly pouzity pro stanoveni aktivity, nativeliektroforézu a detekci GSNOR
metodou Western blot.

Pro fytopatologicky experiment - stanoveni aktivisNOR u pti genotypi Lactuca
spp. po inokulaci patogenem plisni salatov8u lactucae)byly pouzity 6tydenni rostliny
L. virosa (09-H58-0958),L. saligna (09-H58-1010),L. serriola (09-H58-0722) L. sativa
UCDM2 (09-H57-0701) aL. sativa cv. Mariska (09-H57-0699) — viz. Obr. 18. Uvedené
genotypy vykazuji rozdilnou rezistenciitv patogenuB. lactucae L. sativa cv. Mariska,

L. virosa, L. salignamaji rezistentni vlastnosti;. sativaUCDM2 al. serriola — pati mezi
citlivé genotypy.

K inokulaci rostlin byl pouzit patogeB. lactucae(rasa BL 16) ze sbirky UPOC
(Narodni program genetickych zdiojmikroorganismi CR, Katedra botaniky i UP
v Olomouci). Inokulum bylo ziskano smytim konidipavrchu infikovanych #&oznich listki
citlivéeho genotypulL. sativacv. Cobham Green umistmych v Petriho miskach ve védna
trepace nastavené na 1500 &&/min po dobu 1 min. Zhruba 10 ml suspenze konidii
B. lactucaev destilované vo#l o hustot priblizné 1-1G/ml (stanoveno pgtanim spor
v Burkerow komirce) bylo aplikovdno rovno&nnym postikem pomoci skle¢ného
rozpraSovée s gumovym balonkem na 6tydenni rostliny virosa L. saligng L. serriola,

L. sativaUCDM2 alL. sativacv. Mariska. Prvnich 24 h po inokulaci byly rosfliumistny ve
fytotronu ve tn¢ pro navozeni optimalnich podminek pro vyvoj pategeNasleda byly
rostliny péstovany v rezimu s dvanactihodinovou fotoperiodt®/10°C; den/naoc).

Skéry jednotlivych vzork listi péti genotypi Lactucaspp. (kontrolnich i infikovanych)
pro meéteni aktivity GSNOR byly provashy v éasovych intervalech 0, 6, 12, 24, 48, 72 a 168 h

po inokulaci patogenem.

Obr. 18 6tydenni listy i genotyp Lactucaspp. liSicich se odolnostli& patogenuBremia
lactucae L. sativaUCDM2 (a),L. serriola(b) jsou citlivé genotypyl. sativacv. Mariska (c),

L. virosa(d), L. saligna(e) maji rezistentni vlastnosti.
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2 Pouzité metody

2.1 Bioinformaticka analyza
Pro bioinformatickou analyzu protéitGSNOR ZB. oleraceavar. botrytis &.. sativa
UCDM2 bylo vyuZito niZe uvedenych databazi a protra
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.govy/
BLAST Searchhttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
ExPASy ProtParam Todghttp://web.expasy.org/protparam)
* BioEdit Sequence 7.1.1(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
e MUSCLE v3.7., PhyML, TreeDyn — dostupné na webovstthnkach
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cyi

2.2 Produkce rekombinantni S-nitrosoglutathionredukasy zB. oleracea a L. sativa

Do sterilni Erlenmayerovi liky o objemu 100 ml bylo napipetovdno 10 ml
Luria/Bertani média (LB) (25 g*) sloZeni: trypton (10 g+, chlorid sodny (10 g*), kvasnény
extrakt (5 gf); pH 7 £ 0,2) obsahujiciho streptomycin (@@ mi') a glukosu (1%), nasledn
bylo pridano 5 ul suspenze transformovanych baktégii coli. Fripravena prekultura byla
inkubovana po dobu cca 16 hép noc) za mirnéheepani pi 37°C.

Nasledujici den byla prekultura centrifugovaria45C a 4 000g po dobu 5 minut.
Supernatant byl odstram a sediment resuspendovan v 10 ml LB média obidimuj
antibiotikum streptomycin (5Qg-mi*). Suspenze bylaiglita do sterilni Erlenmayerovi biay
o0 objemu 500 ml se 190 ml LB média se streptomynii®0 ug-mi*) a nasled# inkubovana
pii 30°C za mirného fépani po dobu 1,5 h. Po dobu inkubace bylaibgane
spektrofotometricky ®iena optickd densitaiip 600 nm (ORy). Po dosaZzeni hodnoty
ODs9 0,5 az 0,6, byl do  kultury fgan pro  indukci exprese
isopropyl$-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG; 0,1 mM finalni kaantrace). Indukce exprese
probihala pes noc (cca 18 h)fip 20°C za mirného i¢pani. Fpravena kultura byla
centrifugovana $ 4°C a 4 000g po dobu 20 minut, supernatant byl odstram sediment
resuspendovan v 40 ml 0,9% NaCl. Nasledovala dalsirifugace $ 4°C a 4 000y po dobu
10 minut. Supernatant byl &podstragn. Bakterialni sediment byl zamrazen na -50°C &jpou

pro poz@jSi extrakci a purifikaci enzymu.
2.3 Purifikace rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasy zB. oleracea a L. sativa

Rekombinantni enzymy BoGSNOR a LsGSNOR nesouci $Xldg na N-konci byly

purifikovany metodou chelatai chromatografie. Byly realizovany dva postupy ifikace,
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a to purifikace na kolan naplrené Co(ll)-IDA Sepharosou (Sigma-Aldrich) a purifdea
pomoci kolonek HisPdY Cobalt Spin 89969 (Thermo Scientific).

2.3.1 Izolace rekombinantni S-nitrosoglutathionreditasy zB. oleracea a L. sativa

Bakterialni sediment byl dokonale promichan s 25 lymacniho pufru (50 mM
Tris-HCI, pH 8; obsahujici 10 mM Mgga 1,25 mM PMSF; findlni koncentrace jsou uvedeny
v kong&ném objemu 10 ml — viz. dale). Sterilni vodou blgjean doplgn na hodnotu 5 ml. Poté
bylo pfidano 2,5 ml komeiniho roztoku B-PER a po promichani nasledovalaliake po dobu
10 minut i laboratorni teplat Dale byl gidan lysozym (0,4 ml o koncentraci 50 mgnl
a vzorek byl znovu inkubovantiplaboratorni teplat po dobu 60 minut. Po dostate lyzi
bakterialnich bukk, kterd se projevila zgelowstim roztoku, byla fidana sterilni voda pro
doplréni na konény objem 10 ml a vzorek byl dokonale promichan.éPogla ke vzorku
ptidana RNasa (0,01g-mi*) a DNasa (0,04 U-). Promichani bylo provedenétmasobnym
obracenim obou zkumavek. Nasledovala inkubace pbu d80 minut na vodni lazni
vytemperované na 37°C. Poté bylo ke vzorkiggno 1,25 ml 1 M chloridu sodného (finalni
koncentrace 100 mM) a 1,37 ml 50% glycerolu (fihdancentrace 5%). Poslednim krokem
byla centrifugace v Nalgene kyvetachi g°C a 12 000g po dobu 30 minut. Pro izolaci
exprimovaného proteinu metodou chetaiachromatografie bylo pouzito 25 ml cytosolické
rozpustné frakce (supernatant) a 5 ml sedimentllu@ni €liska) rozpu&ného v pufru
obsahujicim 8 M mivinu viz. déle, ziskanych ze dvou 200ml baktefcrkultur.

Inkluzni €liska byla resuspendovana v 10 ml promyvaciho p(@ mM Tris-HCI,
pH 8 obsahujici 100 mM NaCl, 5% glycerol) a son#&oa na ledu 3x po 20 s. Nasledovala
centrifugace fi 4°C a 12 00Q@ po dobu 10 minut. Uvedeny postup byl proveden 2dif@ent
byl po promyti resuspendovan v5 ml pufru pro rémi inkluznich #isek
(20 mM Tris-HCI, pH 8 obsahujici 100 mM NaCl, 5%ggtrol, 8 M m@ovinu, 5 mM imidazol,

1 mM DTT). Nasledovala inkubaceipaboratorni teplat po dobu 60 min za stalého michani.

S vyuzitim 0,22um sterilniho filtru a injekni skikatky byly ze vzorku odstramy hrubécastice.

2.3.2 Purifikace na koloré naplnéné Co(ll)-IDA Sepharosou

Pro purifikaci rekombinantni S-nitrosoglutathioru&thsy zB. oleraceaa L. sativa
byla pouzita kolona (2,5 x 10 cm) s navazanymf*@anty na chelatni ligand tridentatni
kyselinu iminodioctovou (IDA), jejimZ polymernim sidem je Sepharosa. Vazebna kapacita
této kolony je zhruba 1500 mg proteinu nesoucihgi$X ag. Kolona byla nejprve promyvana
30 minut destilovanou vodou a poté ekvilibrovanadpbu 1 h ekvilibrénim pufrem (20 mM
Tris-HCI, pH 8 obsahujici 100 mM NaCl, 5% glycer@) mM imidazol), a to mnozstvim
odpovidajicimu trojndsobku objemu pouZité kolong.aneseni 25 ml cytosolické rozpustné

frakce a vymyti nezachycenych balastnich prdteyl enzym eluovan etmim pufrem (20 mM
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Tris-HCI, pH 8 obsahujici 100 mM NaCl, 5% glycer@50 mM imidazol). Ritok p¥i
ekvilibraci, nandSeni cytosolické rozpustné frakqaomyvani kolony byl nastaven na hodnotu

1 az 1,5 ml-mif. Pro eluci byl piitok zvy3en na 1,5 az 2 ml-rffin

2.3.3 Purifikace pomoci kolonek HisPul" Cobalt Spin
Vyrobce kolonek HisPul Cobalt Spin 89969 (Thermo Scientific) udava, Zeokih
o objemu 3 ml naph kterou je kobalt (C8) navazany na tetradentatni chelator imobilizovany

na 6% zesiovanou agarosu, ma vazebnou kapaeifb mg proteinu nesouciho 6xHis-Tag.

2.3.3.1 Purifikace za nativnich podminek

Pro purifikaci 25 ml cytosolické rozpustné frakogybpouzity dw kolonky HisPuf
Cobalt Spin. Nejprve byl z kolonek vymyt skladovaottok centrifugaci ifp 4°C a 5009 po
dobu 1 minuty (centrifugace za stejnych podminela provedena vzdy po kazdém kroku
promyti, ekvilibrace, eluce). Poté nasledovalo prondestilovanou vodou. Ekvilibrace byla
provedena stejnym ekvilibkaim pufrem jako P purifikaci na kolog naplrené
Co(ll)-IDA Sepharosou mnozstvim odpovidajicimu riégobku objemu pouZitych kolonek.
Po ekvilibraci byla nanesena cytosolicka rozpusétakéce a kolonky byly inkubovany 30 minut
pti 4°C na orbitélni michae. Nezachycené balastni proteiny byly vymyty okek dalSim
piidavkem 2x 6 ml ekvilibréniho pufru. Na uzaenou kolonku bylo aplikovano 6 ml €hiho
pufru (stejny jako i purifikaci na kolor naplrené Co(ll)-IDA Sepharosou) a byla provedena
inkubace na orbitalni michee @i 4°C po dobu 30 minut. Po ot@ni kolonky a centrifugaci
byl eluat jiman do zkumavky. Postup pro eluci enayloyl opakovan 2x, byly tedy ziskany
3 frakce enzymu. Kazda frakceéla vysledny objem 12 ml, ktery byl ziskdn spojenim
ptislusnych frakci z obou kolonek. Po ukeni purifikace byla kazda kolonka 2x promyta 6 ml
ekvilibragniho pufru, 6 ml guanidin hydrochloridu o pH 7,5hasled# 5x 6 ml destilované

vody. Kolonky byly uchovany pro dal3i pouZiti v 2@anolu.

2.3.3.2 Purifikace za denatur@énich podminek

Pro purifikaci 5 ml nerozpustné frakcéegstavuijici inkluznidiska byla pouzita jedna
kolonka HisPul" Cobalt Spin. Postup byl analogicky jakd purifikaci za nativnich podminek
s vyjimkou pouzitych roztak Ekvilibracni pufr obsahoval 20 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM
NacCl, 5% glycerol, 10 mM imidazol, 8 M rovinu, 1 mM DTT. Elgni pufr obsahoval 20 mM
Tris-HCI, pH 8, 100 mM NacCl, 5% glycerol, 250 mMigazol, 8 M m@ovinu. Byly ziskany

3 frakce enzymu, kazda o objemu 6 ml.
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2.3.3 Dialyza

Po prongieni aktivity a obsahu protdinv jednotlivych frakcich po purifikaci za
nativnich podminek, byla provedena u frakci s n&inaktivitou dialyza i 4°C proti 20 mM
Tris-HCI pufru, pH 8 obsahujicimu 5% glycerol. Paviich 45 minutéach byl vysmén pufr
a poté dialyza probihalafgs noc. Po dialyze byla &ppromeiena aktivita enzymu a obsah
proteim v kazdé frakci.

Frakce ziskané po purifikaci za denatmmiah podminek byly dialyzovanyip4°C po
dobu 2 h v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI, pHL80 mM NacCl, 5% glycerol, 10 mM DTT,
8 M matovinu. Kazdé 2 h byliidan ugity objem pufru (20 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM Nacl,
5% glycerol) tak, aby se postupsniZzovala vysledna koncentrace doaeiny v dialyz&nim
pufruna 6 M, 4 M, 2 M a 1 M. Nakonec byly frakdalgzovany i 4°C pres noc proti 20 mM
Tris-HCI pufru, pH 8 obsahujicim 5% glycerol. Pragieni spravného pbéhu dialyzy bylo
odebrano po kazdém krokuigavku pufru 100ul vzorku, v imz byl spektrofotometricky
stanoven obsah proté&inVzorky byly dale pouZity pro detekci protéimetodou SDS-PAGE.
Po posledni dialyze fps noc) byla progitena aktivita enzymu a obsah proteinkazdé frakci.

Pri pripraw vzorki proteini pro analyzu hmotnostni spektrometrii, byla provede

dialyza g 4°C proti 25 mM uhkitanovému pufru, pH 8.

2.3.4 Ultrafiltrace

Frakce ziskané po dialyze byly zakoncentrovanyl@akDa cut-off centrifugénich
filtrech Amicon Ultra-4 (Millipore) pi 4 °C a 5500g. Vysledny objem frakci ziskanych po
purifikaci za nativnich podminek byl: 4 ml frakce 2 ml frakce 2; 2 ml frakce 3. Vysledny
objem frakci ziskanych po purifikaci za denataieh podminek byl: 0,5 ml frakce 1; 0,25 ml
frakce 2; 0,25 ml frakce 3.

V piipads piipravy vzork proteini pro analyzu hmotnostni spektrometrii, byly progein

zakoncentrovany na vyslednou koncentraci 10 mg-ml

2.4 Méreni obsahu proteini po purifikaci

Obsah proteitn v jednotlivych frakcich (cytosolicka rozpustnakita, inkluzni &liska,
frakce po purifikaci, po dialyze, po ultrafiltrachyl méten spektrofotometricky natigtroji
BioSpec-nano (Shimadzu). Vyhodou tohottisfroje je pateba nizkého mnoZstvi vzorku
(1-2 pl) pro préci v Sirokém rozmezi vinovych délek (2218 nm). Nacocku pristroje byly
naneseny 2ul piislusného pufru jako blank nebou vzorku proteinu (opticka draha 7 mm).
Extinkéni koeficient g,s= 8,357-10 M*.cm® pro dimerni protein GSNOR B. oleracea
var. botrytis 0 molekulové hmotnosti 81,40 kDa &irdkni koeficientes= 6,959-10M™.ci*
pro dimerni protein GSNOR 1z sativaUCDM2 o molekulové hmotnosti 82,93 kDa byken
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ze znalosti aminokyselinové sekvence s vyuZitimgmmu ExPASy ProtParam Tool

(http://web.expasy.org/protparam/

2.5 SDS-PAGE

Separace protein byla provedena metodou SDS-PAGE v 10%glicdim
polyakrylamidovém gelu, pH 8,8 a ve 4% zaogacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8
(Laemmli, 1970). Bleni v zaostvacim gelu probihaloipkonstantnim nagii 120 V, pro
separaci v éicim gelu bylo nagti zvySeno na 180 V.

Po separaci proteinbyl gel ges noc inkubovan s barvicim roztokem obsahujicim
Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1% CBB R-250; 15%yselina octova; 45% methanol).
Druhy den byla provedena inkubace po dobu 1 h aonaiyacim roztoku (40% methanol; 10%

kyselina octova), poté byl gel 2x oplachnut destilwou vodou a vyhodnocen.

Priprava vzork pro SDS-PAGE Vzorek proteinu byl smichan v pém 1:1 s Laemmliho
vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4% S®% glycerol; 0,2% bromfenolova

mod; 5% merkaptoethanol). Poté byl vioZzen do termoablak5 minut inkubovanipteplog

100°C. Po ochlazeni byl nanesen odpovidajici obmpraveného vzorku do jamky
elektroforetické korarky. V pripadt standardu molekulové hmotnosti (BioLabs) bylo rseme

5 ul bez gedchozi inkubaceipteplog 100°C. Jako standard molekulové hmotnosti byl ppouz
komekni Protein-Ladder 10-250 kDa (BioLabs), &hoZz maji separované bandy o velikosti

25 a 80 kDa maiji trojitou intenzitu po obarveni GBB50.

Pouzité roztoky:
» Elektrodovy pufr: 0,025 Mris-HCI; 0,192 Mglycin; 0,1% SDS, pH 8,3

« V Tab. 3 je uveden rozpis roztinka gipravu 2 gei pro skla se spacery 0,75 mm.

Tab. 3 SloZenidiciho a zaogbvaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AABIS 15M 0,5M H.O 10% TEMED 10%
30%/0,8%  Tris- Tris- SDS APS
HCI, pH HCI, pH
8,8 6,8
Dé¢lici 10% 3,3 2,5 - 4,1 0,1 0,01 0,1
Zaostovaci 4% 1,3 - 2,5 6,1 0,1 0,01 0,1

2.6 Nativni PAGE
Separace protein za nativnich podminek byla provedena v 10% dlicim

polyakrylamidovém gelu, pH 8,8 a ve 4% zaoshcim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8
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(Laemmli, 1970). Bleni v zaosbvacim gelu probihalofp konstantnim nafii 120 V, pro
separaci v &icim gelu bylo nagti zvySeno na 180 V.

Po separaci proteirnbyl gel inkubovan pro detekci GS-FDH aktivity vriscim roztoku
pripraveném podle Sakamoto et al., 2002 (0,1 M-fafatovy pufr, pH 7,5; 0,1 mM NAD
0,1 mM PMS; 0,1 mM NBT; 1 mM formaldehyd; 1 mM GSetukovany; fipraveny barvici
roztok je nutné uchovavat ve &mi po dobu barveni g& po dobu 1 h ve tinpii 4°C.
Nasledovalo 2x promyti destilovanou vodou po dobmiBut a inkubace v destilované wod

pies noc pro zvyrazmi signalu. Nasledujici den byl gel vyhodnocen.

Priprava vzork pro nativnhi PAGE Vzorek proteinu byl smichan vpeém 3:1 s 60%

glycerolem a poté byl nanesenfigusny objem do jamky elektroforetické kaorky.

Do kontrolni prvni jamky byl nanesen roztok 0,0286rbfenolové moti v 15% glycerolu.

Pouzité roztoky:
e Elektrodovy pufr: 0,025 Mris-HCI; 0,192 Mglycin, pH 8,3

* V Tab. 4 je uveden rozpis roztibka ipravu 2 gel pro skla se spacery 0,75 mm.

Tab. 4 Slozenidiciho a zaogbvaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS 15M 05M H,O TEMED 10% APS
30%/0,8% Tris-HCI, Tris-HCI,
pH 8,8 pH 6,8

Délici 10% 3,3 2,5 - 4,1 0,01 0,1

Zaostovaci 4% 1,3 - 2,5 6,1 0,01 0,1

2.7 Western blot

Separované proteiny metodou SDS-PAGE/nativni PAGHy bpieneseny na
nitrocelulosovou membranu. Transfer proteima membranu byl proveden \fizgeni pro rychly
transfer proteifi Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) s nastavenim: 25 V; A5 doba transferu
10 minut; a usp@déanim: katoda — blotovaci papir — gel — membrablatevaci papir — anoda.
Blotovaci papiry a membranu bylo nutnéeg transferem inkubovat v blotovacim pufru
(0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 20% methanol, pH 8,3) mmbu 10 minut. Usgnost
transferu byla osfena vizualizaci proteinbarvivem Ponceau S (0,2% Ponceau S; 10% kyselina
octova), které lze 2pné vymyt destilovanou vodou.

Imunochemickad detekce protéinna membréh byla provedena metodou rychlé

imunodetekce naifstroji SNAP id. (Millipore). Ristroj je napojeny na zdroj vakua a vyuziva
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podtlak pro rychlejSi prostoupeni blokovaciho rémt@ protilatek skrz membranu. Vyhodou
této metody je zejména jeflasova nenatmost, dale pak vysSi citlivost, nizka interference
signalu pozadi a moznost zpracovani az Sesti mendn@asré. Metoda je kompatibilni se
standardnimi pufry a blokovacimi roztoky, které meuzivaji pi klasické imunochemické
detekci proteif. Metoda rychlé imunodetekce proteidyla zvolena na zékladvysledki
nékolika optimaliz&nich experimerit, kdy pomoci denzitometrického vyhodnoceni
detekovanych barid byla jednoznéné potvrzena vysSi citlivost ve srovnani s klasickou
imunodetekci.

Pristroj SNAP id. byl napojen k odsavaci lahvi a jidwakua. Povrch drZzaku blotu
byl navliiten destilovanou vodou, do jehdextu byla umigha membrana tak, aby proteiny
vizualizované barvivem Ponceau Séavaly doli. Jemnym fejetim valékem byly
odstragny vzduchové bubliny. Na membranu byl poté poloZpacer tak, aby zakryl celou
membranu. Vakkem byly ogt odstragny vzduchové bubliny. Viko drzaku blotu bylo pévn
uzaweno a vioZzeno doifstroje SNAP id. Do kazdé kairky drzaku blotu byl nalit fislusny
objem (dle velikosti pouZzité koirky) blokovaciho roztoku (0,5% nizkatue susené mléeko
v TTBS; pracovni pufr pro imunodetekci (TBS): 20 mMis-HCI, 500 mM NacCl, pH 7,5;
0,1% Tween v TBS (TTBS)). Byl zapnut zdroj vakuatatenim gepin&e na pistroji byl
blokovaci roztok odsét skrz membranu. Po Uplnénatbddokovaciho roztoku byl zdroj vakua
vypnut, nasledovala aplikace a inkubace s primgraiilatkou po dobu 10 minut. Po uplynuti
inkubani doby byl roztok odsat. Se zdrojem vakua stapmuatym byla membrana 3x promyta
ptislusnym objemem promyvaciho roztoku (0,1% TweeBS (TTBS)). Po dkladném
promyti ndsledovala inkubace se sekundarni pradilaoEt po dobu 10 minut. Po uplynuti
inkubani doby byl roztok odsat. Se zdrojem vakua stagmuatym byla membrana 3x promyta
prislusnym objemem promyvaciho roztoku. Po posledpiomyti byl odpojen zdroj vakua,
membrana byla vyjmuta z drzdku a nasledovala \izaeé proteif.

K vizualizaci barevného produktu byl pouZit chrorangi substrat NBT-BCIP pro
sekundarni protilatku zdanou alkalickou fosfatasou. Byfipraven barvici roztok a membrana
v ném byla inkubovana maximainpo dobu 10 minut do vyvinuti tméavialového zbarveni.
Poté byla membranargnesena do destilované vody, vysuSena a nasleddeakitometrické
vyhodnoceni v dokumentaim systému Biospectrum 410 vybavenym citlivou zbireou CCD
kamerou a napojenym na {ia¢ s programem VisionWorks pro &ba analyzu ziskanych
obrazovych dat.

V piipadt detekce chemiluminiscence byla pouZita sekundamotilatka zndena
kienovou peroxidasou (HRP). Membrana byla inkubov&naminut s luminolem. HRP
katalyzuje oxidaci luminolu na 3-aminoftalat. Reake doprovazena emisi&ha pi vinové
délce 428 nm. Emitované&ilo je detekovano citlivou CCD kamerou dokumenfo systému

Biospectrum 410. Nasledovalo&mlenzitometrické vyhodnoceni detekovaného signélu.
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Primarni protilatka: (a) fpravena kralli primarni polyklonalni protilatka
anti-SIGSNOR  (1:250 v 0,5% nizkénem suSeném mléku
v TTBS)

(b) komeeni krélici primarni polyklonalni protilatka
anti- AtGSNOR (1:250 v 0,5% nizkatoém suSeném mléku
v TTBS)

Sekundarni protilatka: (a) komdei sekundarni anti-krali protilatka (imunizace
kozy) 1gG peroxidasovy konjugat (1:1000 v 0,5% oitzkném
suseném miéku v TTBS)

(b) kometni sekundarni anti-krali protilatka (imunizace
kozy) IgG zna&ena alkalickou fosfatasou (1:1000 v 0,5%
nizkotwtném suseném miéku v TTBS)

Barvici roztok s NBT-BCIP: 7%l komegniho roztoku NBT-BCIP (Sigma) + 5 ml

pufru (100 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 5 mM Mg§}l

Luminol: komeeni roztok A a roztok B v potinu 1:1 (Santa Cruz Biotechnology)

2.8 MALDI-TOF

Pfed samotnym zpracovanim vzarkro analyzu hmotnostni spektrometrii bylo nutné
oba enzymy dialyzovat proti 25 mM ukitanovému pufru, pH 8 a zakoncentrovat na hodnotu
10 mg-mi* (viz kapitola 2.3.3. a 2.3.4.).

Vzorky enzyni byly identifikovany metodou peptidového mapovéaygeptide mass
fingerprinting”) na MALDI-TOF hmotnostnim spektrotne Microflex LRF20. Proteiny byly
nejprve separovany metodou SDS-PAGE a poté obar@B® R-250. FisluSné proteinové
bandy byly vyiznuty z gelu, odbarveny (100 mM NHCOs/acetonitril (1:1), vysuseny
acetonitrilem a po fiedchozi redukci (10 mM DTT v 100 mM NHCO;, pH 8) a alkylaci
(55 mM jodacetamid v 100 mM NHCG;, pH 8) (Shevchenko et al., 2007) byly@ny v gelu
2 UM howzim trypsinem modifikovanym rafinosou (Sebela et 2D06) pi 37°C po dobu
12 hodin. Vzorky vzniklych peptidovych fragméntoyly pro n&feni na hmotnostnim
spektrometru zpracovdny metodou vysuSené kapky ie@ldr droplet®) za pouZziti
a-kyano-4-hydroxyskiicové kyseliny jako matrice. Na MALDI de&kiu Anchorchip 600/96
bylo nana3eno nejprve 0,6 ul vzorku nebo standamt i) 0,6 pl matrice.

Hmotnostni spektra pepfidv pozitivnim reflektronovém moédu byla éena na
MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Microflex LRF28i téchto parametrech: akcelém
napti 18 kV, extrakni nagti 15,4 kV, napti na iontové optice 9,15 kV, reflektronové atip
20 kV, zpozdna pulzni extrakce 300 ns. Externi kalibrace bylav@dena s pouzitim sisi

peptidovych standaéd(Bruker Daltonik). Ziskana spektra byla vyhodnacg@omoci softwaru
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FlexAnalysis 2.4 a Biotools 3.0 (Bruker Daltonik) identifikovana pomoci programu
MascotServer 2.2 (Matrix Science, London, UK) po@vwim s externimi databazemi
proteinovych sekvenci Swiss-Prot a NCBInri{za012). Pro vyhledavani v databazi bylo
nastaveno specifické &teni trypsinem, 1 vynechan&g@ni, z variabilnich modifikaci byla
zvolena oxidace methioninu, z fixnich modifikacirlbl@midomethylace cysteinu. Peptidova

tolerance - 130 ppm, [M+H] monoisotopové hmoty.

2.9 Gelova perme#ni chromatografie

Metoda gelové permeéai chromatografie byla pouzita procani giblizné molekulové
hmotnosti obou enzyina také ke zji#ni oligomerizéniho stavu enzytnv jejich nativni
formé. Analyza probihala na kapalinovém chromatografa stedrétlakou chromatografii
BioLogic Duo Flow (Bio-Rad) s napojenou kolonou Stgex 200 HR 10/30 (kopolymer
agarosy a dextranu, tlakovy limit 217 psi (1,5 MP&Jobilni fazi byl 50 mM K-fosfatovy
pufr, pH 7 s 0,15 M chloridem sodnym. Byl pouZitnkexini standard (Bio-Rad) obsahujici
proteiny: ho¥zi thyroglobulin (670 kDa), h@zi y-globulin (158 kDa), kieci ovalbumin
(44 kDa), kaisky myoglobin (17 kDa) a nizkomolekularni vitamin, BL,35 kDa). Parametry
analyzy: detekce ip vinové délce 280 nm, ptokova rychlost 0,7 ml/min, davkovani

standardu/vzorku 20@, doba jedné analyzy 40 min.

2.10 Stanoveni enzymové aktivity

Spektrofotometrické stanoveni aktivity rekombindcitin enzyni BoGSNOR
a LSGSNOR je zaloZzeno na principu Warburgova optiok testu. Jedna se o &m
absorgniho maxima oxidované a redukované formy koenzymp,MJAD® = 260 nm,
AmaNADH = 340 nm;e = 6200 |-mof-cmi’). Narist/pokles absorbance byl éren ve
trech kyvetach po dobu 5 minut na UV/VIS spektrofattnmn Beckmann DU7500. Kyvetovy
prostor byl vyhiivan na teplotu 30°C.

Reduktasova aktivita (substraty GSNO, CysNO, SNA®)a mefena ve 20 mM
Tris-HCI pufru, pH 8 obsahujicim 2eM enzymu GSNORO0,2 mM NADH (Sakamoto et al.,
2002). Dehydrogenasova aktivita (substrat HMGSHa lmgsiena ve 100 mM Nafosfatovém
pufru, pH 8 obsahujicim 2,4 mM NADV piipads substrai alkoholi a mastnych kyselin byla
dehydrogenasova aktivitachena ve 100 mM glycin-NaOH pufru, pH 10 obsahuji@enuM
enzymu GSNOR; 2,4 mM NADAchkor et al., 2003).

Priprava substrét
S-nitrosoglutathion (GSNO)(Moore & Mani 2002)
614 mg glutathionu bylo rozp&$to ve 3 ml 0,5 M HCI na ledové lazni. Poté byladano

138 mg dusitanu sodného. Reaksnés byla inkubovana 40 minut na ledové lazni. Proelorkt
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je ¢ervena sraZzenina, kterd byla odsata s vyuZitim Bérdvy nélevky a promyta 2x 10 ml
deionizované LD, 2x 10 ml acetonu a 2x 10 ml diethyletheru. Prignsyazenina byla vloZzena
do alobalu (fotolabilita) a suSena v exikatoru.éPoyl produkt zamrazen. Jako pracovni roztok
byl pouzit 4 mM GSNO.

S-(hydroxymethyl)glutathion (HMGSH) (Sanghani et al., 2000)
K 10 mM roztoku redukovaného glutathionu byidan formaldehyd tak, aby vysledna
koncentrace formaldehydu v roztoku byla 10 mM. Kemtcace vzniklého regkiho produktu

S-(hydroxymethyl)glutathionu byla stanovemd&enim kvadratické rovnice ziskané ze vztahu:

o [HMGSH]
*” ([GsHt -[HMGSH]) [{HCHO} -~ [HMGSH])

Po upra¥:
Keq [HMGSH] - [HMGSH]-( kg [GSH] + Keq[HCHO] + 1) + K¢ [GSH]- [HCHO] = 0

Experimentals bylo zjiS€no, ze hodnotaKeq je 1,77 + 0,13 mM. Pokud jsou vychozi

koncentrace glutathionu a formaldehydu stejnérdzaici upravit na tvar:

1,77-[HMGSHF - [HMGSH]- (3,54:[GSH] + 1) + 1,77-[GSHE 0

[GSH] je vychozi koncentrace glutathionu v r&aksnesi.

S-nitrosocystein (CysNO)Stamler et al., 1992)

Zasobni roztok CysNO bylfjpraven smichanim 100 mM roztokucysteinu obsahujiciho
100 mM HCI s dusitanem sodnym tak, aby vyslednac&otrace dusitanu sodného byla
100 mM. Vznikly tmaw ¢erveny produkt byl stabilni zhruba 2 hodiny a bghovan ve tré

z divodu jeho fotolability. Jako pracovni roztok bylyZit 4 mM CysNO.

S-nitroso-N-acetylcystein (SNAC)Stamler et al., 1992)

Z4asobni roztok SNAC byl fjpraven smichanim 100 mM roztokN-acetylL-cysteinu
obsahujiciho 100 mM HCI s dusitanem sodnym tak,\gfsiedna koncentrace dusitanu sodného
byla 100 mM.Vznikly tmaw ¢erveny produkt byl stabilni zhruba 2 hodiny a bghovan ve
tme kvali jeho fotolabilité. Jako pracovni roztok byl pouZzit 4 mM SNAC.
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2.11 Teplotni stabilita, teplotni optimum

Teplotni stabilita byla stanovenagfanim zbytkové aktivity enzymu po 30 minutové
inkubaci enzymu id teplotach od 20°C do 75°C (v 0,5°@indstcich) s vyuZitim gradientového
termocykleru. Vzorky enzytnbyly pipetovany po 5@l do 0,2 ml PCR zkumavek, které byly
umistény do jamek bloku termocykleru. Residuélni aktivi@SNOR byla nifena
spektrofotometricky $ 30°C a 340 nm v20 mM Tris-HCI pufru o pH 8 obsptim
20uM enzymu GSNOR; 0,2 mM NADH a 0,4 mM GSNO.

Teplotni optimum bylo stanovenoéienim aktivity enzymu po 5 minutové inkubaci
pii teplotach od 20°C do 75°C s vyuzitim termoliiaktermostdi (v 5°C @irastcich). Aktivita
GSNOR bhyla mifena spektrofotometrickyip30°C a 340 nm v 20 mM Tris-HCI pufru o pH 8
obsahujicim 2@M enzymu GSNOR; 0,2 mM NADH a 0,4 mM GSNO.

Vyhodnoceni a statistické zpracovani vyskedlylo provedeno v programu GraphPad
Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)

2.12 pH optimum

Do kyvety bylo napipetovano 1,5 mkiglusného pufru o daném pH, vhodny objem
enzymu (tak, aby byla finalni koncentrace enzymuuRD, koenzym (0,2 mM NADH nebo
2,4 mM NAD' v zavislosti na pouzitém substratu), reakce bidat@vana fidavkem substratu
(0,4 mM GSNO, 1 mM HMGSH, 1 mM geraniol, 1 mM cimmgalkohol, 1 mM farnesol).
pH optimum bylo n¥teno ve tech sadach puir

Britton-Robinsoiiv univerzalni pufr (40 mM Kkyselina boritad, 40 mM defina

fosfore&na, 40 mM kyselina octova - uprava pH pomoci 200 K&OH) o rozmezi

pH 4-10 (v intervalech 0,3 pH jednotek);

20 mM Tris-HCI pufr o rozmezi pH 7-9 (v intervale@!8 pH jednotek);

100 mM glycin-NaOH pufr o rozmezi pH 8,6-10,6 (teirvalech 0,2 pH jednotek).

Vyhodnoceni a statistické zpracovani vyskedlylo provedeno v programu GraphPad
Prism5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)

2.13 Stanoveni kinetickych parameti

Pro mefeni byl vyuzit UV/VIS spektrofotometr Beckmann DWIG s inkubovanym
kyvetovym prostorem na teplotu 30°C. Do kyvety bylipetovano 1,5 ml pufru (20 mM
Tris-HCI, pH 8 pro substraty GSNO, CysNO, SNAC; 10 Na'-fosfatovy pufr, pH 8 pro
substrat HMGSH; 100 mM glycin-NaOH pufr, pH 10 @mi&oholy se sedre dlouhymiietzci
a hydroxymastné kyseliny), 2Q0 koenzymu (0,2 mM NADH nebo 2,4 mM NAD zavislosti
na typu reakce), vhodny objem enzymu (tak, aby liylaini koncentrace enzymu 2@M)
a voda misto substratu vipact blanku. Reakce byla startovanadavkem substratu. Celkovy

objem reakni snesi v kyvet byl 2 ml. Ri stanoveni kinetickych paramétpro vybrané

-58 -



substraty byla pouZita nasledujici koncetitiatada (uvedeno rozmezi finalnich koncentraci
v kyveg): 15-600 uM pro GSNO, CysNO a SNAC; 10-195QM pro HMGSH,
cinnamylalkohol, geraniol a hydroxymastné kyseli@glkova doba &teni byla 5 minut.

Kinetické parametry byly vyhodnoceny dle Michaelisa Mentenove,
Lineweavera-Burka, Eadie-Scatcharda, Hanese-Woolfsygustinssona a Hofsteeho.
Vyhodnoceni a statistické zpracovani vysledlylo provedeno v programu GraphPad Prism5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

2.14 Substratova specifita

Ke stanoveni substratové specifity pro dehydroger@saktivitu enzym byly pouzity
tyto substraty o vysledné koncentraci 1 mM: HMGSe (00 mM Na-fosfatovém pufru,
pH 8), cinnamylalkohol, geraniol, farnesol, gerg@yhniol, nonanol, oktanol, heptanol, hexanol,
pentanol, butanol,  8-hydroxyoktanovd kyselina,  $@rbxydekanova  kyselina,
12-hydroxydodekanova kyselina (vSechny ve 100 mMcigiNaOH pufru, pH 10;
hydroxymastné kyseliny byly rozpégly v 5% ethanolukoenzym 2,4 mM NAD, 20 uM
enzymu GSNOR). 100% relativni rychlost byl@razena pemené substratu HMGSH aifmou
ameérou k ni byly vyhodnoceny v procentech&amé rychlosti oxidacetisluSnych substrat

Pro stanoveni substratové specifity reduktasovévipgktenzymi byly substraty
o0 0,4 mM koncentraci: GSNO, CysNO, SNAC (vSechny2@emM Tris-HCI pufru, pH 8
koenzym 0,2 mM NADH 20 uM enzymu GSNOR). 100% relativni rychlost byl&ipzena
redukci GSNO a imou ungrou kni byly vyhodnoceny v procentech &meé rychlosti
redukce pislusnych substrat Vyhodnoceni a statistické zpracovani vystetiiylo provedeno
v programu GraphPad Prism5 (GraphPad Software,llaclolla, CA, USA).

2.15 Stanoveni G, inhibiéni konstanty a typu inhibiceu vybranych inhibitor @

Ke stanoveni I6, K;a typu inhibice byly vybrany tyto inhibitory: dodmkova kyselina,
dekanova kyselina, oktanova kyselina, glutathici6822.

ICso je koncentrace inhibitoru, kdy je gieini reakni rychlost rovna %2 p@étesni
rychlosti v nepitomnosti inhibitoru. Hodnota Kz N6022, vybranych mastnych kyselin
a glutathionu byla stanovena v réaksnesi: 15 mM Tris-HCI o pH 80,2 mM NADH 20 uM
enzym GSNOR; reakce byla startovdna 0,3 mM GSNO.sRmoveni Igg u BOGSNOR bylo
pouzito rozmezi findlnich koncentraci inhibitov kyvet: 0,002-15uM N6022; 0,25-5 mM
kyselina dodekanova; 0,25-12,5 mM kyselina dekand425-8 mM kyselina oktanova;
0,1-3 mM glutathion. Pro stanoveni s§Qu LsGSNOR bylo pouZito rozmezi finalnich
koncentraci: 0,002-128M N6022; 0,25-5 mM kyselina dodekanova; 0,25-15 kydelina
dekanova; 0,25-8,5 mM kyselina oktanova; 0,1-7 miathion. Vyhodnoceni a statistické
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zpracovani vysledk bylo provedeno v programu GraphPad Prism5 (Gragt8dtware, Inc.,
La Jolla, CA, USA).

Na zaklad vysledki stanoveni I byly vybrany vhodné koncentrace inhibitciak,
aby byla aktivita fislusného enzymu inhibovana z 0, 20, 40, 60 a 8BR&akni snes v kyvet
obsahovala: 15 mM Tris-HC| o pH 8; 0,2 mM NADH a gM enzymu GSNOR. Objem
inhibitoru a substratu byliéan tak, aby vysledny objem v ky¥ebyl 2 ml. Pro stanoveni
inhibi¢nich konstant N6022, kyseliny dodekanove, dekanokianové a glutathionu byl pouZzit
substrdt GSNO ve finalni koncentraci v kyed rozmezi: 50-500uM. Celkova doba
kinetického mngteni byla 5 minut. Inhini konstanty byly vyhodnoceny dle Lineweavera
a Burka (linearizace zavislosti rychlosti inhibogareakce na koncentraci substratuenf K;
ze sekundarniho grafu) a dle Dixona (linearizaceiskdsti rychlosti inhibované reakce na
koncentraci inhibitoru, @eni K; ptimo z primarniho grafu). Vyhodnoceni a statistické
zpracovani vysledkbylo provedeno v programu GraphPad Prism5 (Gragi8tdtware, Inc.,
La Jolla, CA, USA).

2.16 Stanoveni aktivity GSNOR v rostlinném material

Rostlinny material byl homogenizovan v tekutém HBus¥ treci misce s extr&kim
pufrem (50 mM Tris-HCI o pH 7,5; 0,2% (v/v) Tritod-100; 2 mM DTT; 1 mM PMSF)
v poneru 1:2 (1 g rostlinného materialu: 2 ml exttakho pufru). Nasledovala centrifugace
extraktu po dobu 20 minuttipl6000g a 4°C. Supernatant bylggiSten gelovou filtraci na
kolonce NAP-10 (3 ml napthSephadex G-25). Po ekvilibraci kolonky ekvilitmém pufrem
(10 mM Né&-fosfatovy pufr, pH 6,8) byl nanesen vzorek a péakvaiti vzorku byl na kolonku
aplikovan elani pufr (50 mM K-fosfatovy pufr, pH 7,8). Po odebrani 1,5 ml eluétla
kolonka rékolikrat promyvana destilovanou vodou (Corpas gt24108b).

Méieni aktivity GSNOR bylo prova&do sledovanim oxidace NADHiB40 nm a 25°C
v 96 jamkovych mikrodestkach. Do jamek bylo napipetovano: 2a5eakéniho pufru (20 mM
Tris-HCI, pH 8), 15l proteinového extraktu, 3@ 2 mM NADH. Reakce byla zahgjena
piidavkem 3Qul 4 mM GSNO. V pipac blanku bylo misto GSNO#@éano 30ul destilované
vody. Méteni bylo realizovano v trojim opakovani.

Méireni obsahu protein v piipravenych extraktech bylo provedenou metodou
Bradfordové v 96 jamkovych mikrodestach. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano:ds
deionizované vody, hl extraktu nebo standardu BSA (postépm koncentraci 0,2—-0,4-0,6
-0,8-1,0-1,2 mg/ml) a 2Q0 pracovnihoéinidla Bradfordové (0,5 mg/ml Coomasie Brilliant
Blue G250; 0,25 M methanol; 0,5 M 85% kyselina éwsfna. Pracovni roztok fjpraven
natfednim 1:4 deionizovanou vodou.). Jako blank byla pauvoda (objem 5Qu) s 200 pl

¢inidla Bradfordové. Po 5 minutové inkubaci, bylaomeiena absorbanceftip595 nm.
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Vyhodnoceni a statistické zpracovani vysledlylo provedeno v programu GraphPad Prism5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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5 Zaver

Porovnanim s jiz charakterizovanymi rostlinnymi G3Rl byly nalezeny shodné
molekulové i kinetické vlastnosti (min. 90% ideatisiadou jiz osekvenovanych
rostlinnych GSNOR). Byla potvrzena konzervovanostyenu GSNOR v celé rostlinné

FiSi.

RovreZz byly zaznamenany¢hteré podobné viastnosti s lidskou GSNOR (identita
69 %). AvSak bylo nalezeno ¢kolik zédsadnich rozdil zejména ve stanoveni
kinetickych parametr. Oproti lidské GSNOR vykazovaly oba rostlinné engynizsi
reaktivitu

so-hydroxymastnymi kyselinami a prokazaly nizSi inbibd schopnost &i
inhibitoram popsanym u lidské GSNOR. Coz bylo prokdzano BINGR z rajete, kde
byla navic provedena i detailni strukturni analymthalujici drobné, ale vyznamné

zmeny ve struktiie rostlinné GSNOR v porovnani s lidskou GSNOR.

U inhibitoru N6022, vyvinutém zejména pro inhibliciské GSNOR v souvislosti s jeho
potenciondlnimi terapeutickymiciinky, byla u obou rostlinnych enzymprokazana
vysoka inhibéni schopnost (IOM) nazn&ujici jeho mozné vyuziiih vivo pii realizaci

experiment objasiujicich fyziologické funkce GSNOR u rostlin.
Vysledky studia patosystémiactucaspp. XB. lactucaepotvrzuji vyznamnou ulohu

GSNOR v interakci hostitelskych rostlin s patogenamrmaznéuji dvoji roli RNS

v prabéhu patogeneze.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS

Ab

ABA

ADH (1,3,4)
anti-GSNO
anti- NO-Tyr
APF

APS

AP
AtGSNOR

B-PER
BoGSNOR

BSA
cADPR
CBB R-250
Cc

CDPK
cGMP
CLSM

Co

Cx

CysNO
Cy-3
DAF-FM-DA

DMSO

DTT

Ec

End

Ep

F

FALDH, GDFDH, GS-FDH

Akrylamid-N,N -bisakrylamid

Protilatka

Kyselina abscisova
Alkoholdehydrogenasdifty 1,3,4)

Protilatka proti S-nitrosoglutathionu
Protilatka proti nitrovanym tyrosinovym residu
3"-p-aminofenyl)fluorescein

Persiran amonny

Alkalicka fosfatasa

Rekombinantni S-nitrosoglutathionreduktasa
z Arabidopsis thaliana

Bacterial Protein Reagent

Rekombinantni S-nitrosoglutathionredukizBeassica
oleraceavar. botrytis

Howzi sérovy albumin

Cyklick& adenosindifosfat ribosa

Coomassie Brilliant Blue R-250

Piivodni buiky floému

C&*-dependentni proteinkinasa

Cyklicky guanosinmonofosfat

Konfokalni lasero¥ skenovaci mikroskopie
Kolenchym

Kortex

S-nitrosocystein

Cyaninové barvivo
4-Amino-5-methylamino- 27'-difluorofluorescein
diacetat

Dimethylsulfoxid
Dithiotreitol

Epidermalni kutikula

Endodermis

Epidermis

Floém

Glutathion-dependentni formetigddehydrogenasa
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Fe-S klastry

Komplexy Zeleza s anorganickou sifoatz

cysteinovymi zbytky

FW Fresh weightderstva vaha)

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

GC Guanylatcyklasa

GPC Gelova perméai chromatografie

GSH Glutathion

GSNHOH S-hydroxylaminoglutathion

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa

GSOOH Kyselina sulfinova

GSONH, Glutathion-sulfinamid

GSSG Glutathion-disulfid

hGSNOR Lidska rekombinantni GSNOR

Hb Hemoglobiny

HMGSH S-(hydroxymethyl)glutathion

HNO, Kyselina dusita

Hpi Hodin po inokulaci

HR Hypersenzitivni reakce

HRP Kienovéa peroxidasa

ICso Koncentrace inhibitoru, kdy je pateni
reakni rychlost rovna ¥z g@teini rychlosti
v negitomnosti inhibitoru

IDA Iminodioctova kyselina

IgG Imunoglobulin G

iINOS Inducibilni forma NO-synthasy

IPTG isopropylg-D-1-thiogalaktopyranosid

JA Kyselina jasmonovéa

LB médium Luria/Bertani médium

LC-ESI/MS Spojeni kapalinové chromatografie s hrostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem

L-NAME L-nitroargininmethylester

LsGSNOR Rekombinantni GSNOR_actuca sativdJCDM2

MALDI-TOF lonizace laserem zarppomnosti matrice (MALDI, matrix
assisted laser desorption/ionization) v kombisaci
detektorem doby letu (TOF, time-of-flight).

MAPK Proteinkinasy aktivované mitogenem
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MAT1
MRNA
MSA
MW
N6022

NAD"*
NADH
NADPH
NBT
NBT-BCIP

NH,OH
Ni-NR
NO
NO
NO*
NO,-
NO,
NOs
NO.CI
NOS
NPR1
NR
NsHb
O,

O,
OD600
ONOO
Pa, Pchy
PAGE
PCR
PK

PM
PMF
PMS
PMSF

Methioninadenosyltransferasa 1
Mediatorovd RNA
Multiple sequence alignment
Molekulova hmotnost
3(5-(4-(1H-imidazol-1-yl)fenyl)-1-(4-karbamle3-
methylphenyl)-1H-pyrrol-2-yl)propionovéa kyselina
Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
Redukovany nikotinamidadenindinukleotid fasfa
Nitrotetrazoliova moti
Nitrotetrazoliovd madve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-fosfatem
Hydroxylamin
Nitrit:NO oxidoreduktasa
Nabity nitroxyl
Oxid dusnaty
Nitrosoniovy ion
Radikél oxidu dusitého
Dusitanovy anion, nitrit
Dusiénanovy anion, nitrat
Nitrilchlorid
NO-synthasa
Nonexpressor of pathogenesis-related proleins
Nitratreduktasa
Nesymbiotické hemoglobiny
Superoxidovy anion
Superoxidovy radikal
Optick& densitaifp 600 nm
Peroxydusitan
Parenchym
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Polymerasovi&tézova reakce
Fosforyl&ni kaskada
Plasmatickd membrana
Peptidové mapovani
Fenazin methosulfat

Fenylmethylsulfonylfluorid
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PR-1
PrxIIE
PTIO

Ry

RNS
ROS
RSNO(s)
SA
SABP3
SAR
SDS
SDS-PAGE

SIN-1
SIGSNOR

SNAC
SNP
T-DNA
TBS
TEMED
TPI

Trx

X, Xy
XOD
WT
8-HOA
10-HDA
12-HDDA

Pathogenesis-related 1protein

Peroxiredoxin IIE
2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyaXid
Relativni mobilita

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

S-nitrosothiol(y)

Kyselina salicylova

Protein 3 vazajici kyselinu salicylovou
Systémo¥ ziskana rezistence

Dodecylsulfat sodny

Elektroforéza v polyakrylamidovém geluritggmnosti
dodecylsulfatu sodného
3-morpholinosydnonimin chlorid
Rekombinantni GSNOR Belanum lycopersicuv.
Amateur

S-nitrosoN-acetylcystein

Nitroprussid sodny
Transferovd DNA

Fyziologicky roztok pufrovany Tris
N, N- tetramethylendiamin
Trypsin-proteinasovy inhibitor
Thioredoxin
Xylém
Xanthinoxidoreduktasa

Divoky typ

8-hydroxyoktanova kyselina
10-hydroxydekanova kyselina
12-hydroxydodekanova kyselina
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