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Pribéh obhajoby:
V @vodu obhajoby diplomové prace studentka Jana Vaclavkova seznamila vSechny
zucCastnéné s cilem prace a hlavnimi metodami vyuZzitymi pfi zpracovani prace.

Cile diplomové prace byly definovany nasledovné:

I. Teoreticka cast

Vypracovat literarni reSer§i shrnujici vyznam enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy v
regulaci S-nitrosace a S-nitrosothioli v rdmci mechanismi G¢inku oxidu dusnatého v
buiikach a vypracovat piehled publikovanych histochemickych metod detekce aktivity S-
nitrosoglutathionreduktasy.

II. Experimentalni ¢ast

Zavést protokoly histochemické detekce aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy v rostlinach a
optimalizovat metodu na vybranych modelovych rostlinach.

Odpovédi na otazky oponenta:
Nazev prace: Histochemicka detekce S-nitrosoglutathionreduktasy v rostlinach

Dotazy k teoretické ¢asti:

1. Byla prokéazéana existence receptoru pro NO? Jakym mechanismem se NO podili na
tvorbé cGMP a cADPR? (str. 9)

U Zivoc€ichli se NO vaze na hemovou prostetickou skupinu guanylatcyklasy. Dochazi ke
konforma¢ni zméné jeji struktury a aktivita guanyldtcyklasy se zvySuje. Rozpustna
guanylatcyklasa (soluble guanylyl cyclase, sGC) katalyzuje syntézu cGMP a funguje jako
fyziologicky receptor pro oxid dusnaty. U rostlin nebyla existence guanylatcyklasy
potvrzena, ale byla jednozna¢né prokazana signédlni funkce cGMP. Mechanismus syntézy
cGMP v rostlinach nebyl objasnén. Syntéza cADPR je katalyzovana ADP-ribosylcyklasou,
NO inhibuje ADP-ribosylcyklasu.

2. Prosim o vysvétleni informace uvadéné ve vété na str. 10 v teoretické ¢asti. ,,SNOs
vznikaji v disledku aktivace nékteré ze tii isoforem enzymu NO synthasy (NOS), piesnéji v
dasledku vytvofeni NO- aniontu NO synthasou, nebo po souc¢asném vzniku NO a superoxidu
NO synthasou za ptitomnosti glutathionu (Gaston et al., 2003).* (str. 10)

Aktivuje se nékterd ze tii isoforem NOS, kterd syntetizuje NO. NO a superoxid za
pfitomnosti glutathionu tvofi S-nitrosothioly. S-nitrosothioly mohou také vzniknout z thiolt
po vytvofeni nitroxylového (NO-) aniontu NO synthasou. Nitroxylovy aniont je dalSim
moznym produktem NO synthasové reakce, za danych podminek je misto NO tvofen anion
NO-.

3. Jak probiha reakce katalyzovanda GSNOR pokud je substraitem 12-
hydroxydodekanova kyselina nebo S-nitrosoglutathion? (str. 18)

Pokud je substratem 12-hydroxydodekanova kyselina, dochazi k jeji oxidaci mechanismem,
ktery je podobny mechanismu alkoholdehydrogenasy tiidy I.

Pokud je substratem S-nitrosoglutathion (GSNO) dochazi k jeho redukci. Meziproduktem
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reakce je glutathion-N-hydroxysulfenamid (S-hydroxylamino-glutathion, GSNHOH), ktery
reaguje s glutathionem (GSH) za vzniku oxidované formy glutathionu (glutathiondisulfidu,
GSSG) a hydroxylaminu (NH20H). Cast GSNO je pomalou neenzymatickou reakci
rozkladana na GSSG a reaktivni formy dusiku. Mira této neenzymatické reakce zavisi na
lokélni koncentraci kysliku v buiice. Pokud je v bunice vy€erpana zasoba GSH, enzymaticka
redukce GSNO je rychld a intermedidt GSNHOH se spontanné piresmykuje na
glutathionsulfinamid ~ (GSONH2).  GSONH2 je  hydrolyzovin na  kyselinu
glutathionsulfinovou (GSO2H), ktera mtize byt pfi oxidativnim stresu oxidovana na kyselinu
glutathionsulfonovou (GSO3H). NADH pro redukci GSNO je zajiStovano oxidativnimi
drahami ADH3, naptiklad oxidaci S-hydroxymethylglutathionu (HMGSH).

4. Jaky Cesky ndzev se nejcastéji pouziva pro Arabidopsis thaliana? (str. 20)
Pouziva se nazev husenicek rolni. Pouzivané ¢eské synonymum je také husenic¢ek Thaliv.

5. Na str. 17 uvadite znaceni genu pro GSNOR —ADH3 , na str. 23 se opakovan¢ uvadi
ADH2. Co je spravné?

ADH?2 je star$i oznaceni tohoto genu, které je vSak v nékterych ¢lancich stale pouzivano. V
praci jsem zachovavala ozna¢eni genu pouzité v citovaném c¢lanku.

6. Jaké je EC c¢islo bakteridlni nitroreduktasy (NtrA) uvedené na str. 25?
Enzym pravdépodobné jesté nebyl do EC katalogu zatfazen, EC Cislo nebylo uvedeno na
strankach NC-IUBMB ani Protein Data Bank.

7. Mize byt aktivita enzymu detekovana metodou Western blot? (str. 28)

Metodou Western blot nelze stanovit aktivitu enzymu pfimo. Stanovuje se mnozstvi enzymu
a na zaklad¢ tohoto stanoveni je mozné aktivitu enzymu pifedpoveédét. Mnozstvi enzymu je
obvykle ptimo imérné jeho aktivité.

Dotazy k experimentalni ¢asti:

1. MuZe zpisobit pouzita inkubacni teplota 42°C teplotni stres, a tak ovlivnit intenzitu
zbarveni? Testovaly se 1 jiné teploty?

Byla pouzita metoda jiZ publikovand v ¢lanku Diaz et al., 2004. Nebylo zde zminéno, Ze by
mohlo dochéazet ke zméné intenzity zbarveni. V plivodnim provedeni metody byly vzorky
inkubovany 3 h pti 23°C. Po upravé metody (podle Diaz et al., 2004) byla pouzita pouze
inkubacni teplota 42°C.

2. MiuzZete ve strucnosti shrnout, v cCem spocivala uprava pouzit¢ metody pro
histochemickou detekci?

Byla snizena koncentrace vétSiny slozek inkubacni smési, byl pfidan Triton X-100 pro
zlepSeni rozpustnosti NBT, byl ptfidan pyruvatu sodného jako inhibitor laktatdehydrogenasy.
GSH a formaldehyd byly do roztoku ptidany postupné. Byl upraven postup inkubace.

Pripominky a dotazy v ramci diskuse:

Jak je v organismu udrzovéna hladina redukovaného glutationu?

O: Pisobenim redukujicich faktort jako NADPH plivodem zejména z pentosa-fosfatového
cyklu.

Na vSechny dotazy poloZené ¢leny komise uspokojivé odpovédéla. Prace i obhajoba byly
hodnoceny jako vynikajici.
Celkové hodnoceni oponované prace: vyborné
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