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Abstrakt

S-nitrosylace, reverzibilni navazani NO skupiny na thiolovy postranni fetézec cysteinu
v proteinech, pfedstavuje jednu z dulezitych posttranslacnich modifikaci v ramci
bunééné signalizace oxidu dusnatého. Ma vyznamnou ulohu v fadé fyziologickych
1 patofyziologickych procesech rostlin. Soucasny vyzkum riznych modelovych
systému rostlin je zaméfen na identifikaci endogenné S-nitrosylovanych proteint pfi
pusobeni fady stresovych faktort, at” uz abiotické nebo biotické povahy.

Tato prace se zabyva studiem S-nitrosylace v prabéhu patogenese Phytophthora
infestans u ti1i genotyplt rajcete Solanum [lycopersicum cv. Amateur, Solanum
chmielewskii, Solanum habrochaites v Casech 0, 24, 48, 72 a 96 hodin po inokulaci.
Vzorky byly znaCeny pomoci metody biotin-switch a S-nitrosylované proteiny byly
imunochemicky detekovany ¢i purifikovany afinitni chromatografii. Rovnéz byl
stanoven obsah proteinovych S-nitrosothiolli Savillovou metodou a aktivita enzymu
S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR). Inokulace patogenem zptisobila lokalni narast
hladiny proteinovych S-nitrosothiold (RSNO) u vSech studovanych genotypii zejména
v Case 72 hpi. Naopak, doSlo k poklesu aktivity GSNOR, klicCového enzymu
katabolismu GSNO, ktery jako donor NO miiZe ovliviiovat hladinu ostatnich RSNO.
Detekce a naslednd purifikace proteinovychS-nitrosothiolit potvrdila zvySenou
S-nitrosylaci 72 hpi, a to zejména u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur.
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CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bylo vypracovani literdrni reSerSe zaméfené
na charakterizaci S-nitrosylace, kli€ové posttranslacni modifikace cysteinovych residui
v proteinech (mechanismus, stabilita a odbourdvani S-nitrosothiolli, vyznam

u fyziologickych i patofyziologickych procesti rostlin).

V experimentdlni ¢asti prace bylo cilem detekovat S-nitrosylované proteiny
pomoci metody biotin-switch u patosystému rajéete Solanum lycopersicum cv.
Amateur, Solanum chmielewskii, Solanum habrochaites a houbového patogenu
Phytophtora infestans (plisenn bramborova) 24, 48, 72 a 96 h po inokulaci. Dale byl
stanoven obsah S-nitrosothioli a zmény aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy

u modelového patosystému v ramci feSeni ulohy reaktivni forem dusiku v obranném

mechanismu rostlin.



1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) patii k nejjednodussim biologicky aktivnim molekulam. Uplatiiuje
se zejména v regulaci ristu rostlin, vyvojovych procesi a také signalni kaskady vlivem
stresovych  podminek. Biosyntéza NO  probiha rliznymi  enzymatickymi
1 neenzymatickymi reakcemi v zavislosti na povaze stimulace. S-nitrosothioly (RSNO)
predstavuji hlavni zasobni a transportni formy NO in vivo. Je znamo, Ze v rostlinnych
syst¢émech RSNO chrani buiiky pfi fyziologickych koncentracich proti nitrosativnimu
nebo oxidativnimu stresu. S-nitrosoglutathion (GSNO), stabilni sloucenina vznikla
reakci NO s glutathionem, pfedstavuje nejvyznamnéjsi nizkomolekularni RSNO. Jeho
NADH-dependentni denitrosylaci diky aktivité¢ S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR)
vznikd oxidovany glutathion a amoniak. Diky své struktufe se GSNOR mitize podilet
na katabolismu ostatnich S-nitrosothioli a pfispivat k udrZzovani homeostdzy NO
v bunkéch.

S-nitrosylace je  vyznamnou posttranslacni modifikaci proteini. Jedna
se o reversibilni selektivni kovalentni vazbu —NO skupiny na cysteinova residua
cilovych proteini. S-nitrosylace miZze ovlivnit funkei proteinu, jeho stabilitu
a lokalizaci v bufice. Rada dilezitych rostlinnych proteind podléhd regulaci
prostfednictvim S-nitrosylace, coZ poukazuje na jeji vyznamné zapojeni v signalnich
drdhach rostlinnych hormont, indukci apoptosy, regulaci aktivity antioxidacnich

enzymu a kontrole metabolismu sacharidii v buiice.



2 Soucasny stav feSené problematiky

2.1  Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou vyznamné signalni molekuly v fadé fyziologickych
a patologickych procesech u rostlin i zivo¢ichi. Tyto slouceniny jsou odvozené
od oxidu dusnatého (NO) a mohou vznikat jeho redukci 1 oxidaci. Vyskytuji se ve formé
nenabitého volného radikalu (-NO), v redukované formé jako nitroxylovy aniont (NO")
nebo v oxidované formé jako nitrosoniovy kationt (NO"). Mezi dalsi RNS patii oxid
dusny (N,0), oxid dusity (N,Os) nebo oxid dusi¢ity (NO;). V nabité formé jsou dale
dusitan (NOy"), dusi¢nan (NOs’), peroxydusitan (ONOO"), peroxydusi¢nan (O,NOO)
a nitrosoperoxokarbonat (ONOOCO;"). Dalsi vyznamnou formu RNS predstavuji
S-nitrosothioly (RSNO) (Hill et al., 2010).

Biologicka aktivita NO je zpiisobena velikosti molekuly a diky lipofilni povaze mize
voln¢ prochazet bunénou membranou. Dalsi vyhodou je kratky poloCas rozpadu,
a to méné jak 6 sekund, cozZ ptispiva k vysoké reaktivité in vivo (Thomas et al., 2001).
U zivo€ichi bylo zjisténo, Ze se podili viadé fyziologickych procest, jako
je vasorelaxace, neurotransmise, regulace imunity, ale i patologickych jevil (Luiking
et al., 2010). Velkou roli hraje v kardiovaskularni patologii, kdy ovliviiuje vysoky
krevni tlak, ateroskler6zu nebo angiogenezi (Chen, 2008), dale se podili na vzniku
diabetu zpiisobené¢ho inzulinovou rezistenci, na vzniku hypercholesterolemie
(Cai & Harrison, 2000) a v neposledni fadé¢ mizou vysoké koncentrace NO vést
k neurodegeneraci (Moncada & Bolanos, 2006). U rostlin se podili na regulaci
rustovych a vyvojovych procesu, jako je napiiklad dormance semen a kli¢eni (Neill
et al., 2002), vegetativni rast stonku (Tun et al., 2006) a vyvoj kotfenli (Stohr
& Stremlau, 2006). DileZitou roli ma také v pribéhu senescence (Leshem et al., 1998)
a jako regulator fady enzymt v bunécnych organelach, napiiklad mitochondridlni
cytochrom c¢ oxidasy (Brown & Borutaite, 2002), peroxisomalni katalasy
1 askorbatperoxidasy (Clarke ef al., 2000) a cytosolarni akonitasy (Navarre ef al., 2000).
NO je vyznamnym regulatorem signdlni kaskady vlivem stresovych podminek pti
pusobeni abiotickych 1 biotickych stresovych faktort (GroB et al., 2013; Yu et al., 2014)
a podili se na programované bunééné smrti (Vandelle et al., 2006), hypersenzitivni
reakci (Delledonne ef al., 1998) 1 na systémoveé odezvé (Capone ef al., 2004). Signalni

drahy NO mohou byt cGMP-zavislé a cGMP-nezavislé. Podstatou drahy zavislé
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na cGMP je vazba NO na hemovou prosthetickou skupinu guanylatcyklasy, takto
zpusobené konformacni zmény vyrazné zvysi produkci cGMP. cGMP-nezavisla draha
spociva v aktivaci proteinkinas aktivovanym mitogenem (Klessig et al., 2000).

Vznik NO u 7ZivoCichi je predevSim podminén aktivitou NO-synthasy
(EC 1.14.13.39). Tento enzym katalyzuje oxidaci L-argininu na L-citrulin a uvoliluje
se NO. U rostlin miize NO vznikat enzymatickou i1 neenzymatickou cestou. Klicovou
enzymatickou produkci NO predstavuje NAD(P)H-zavisla redukce dusi¢nanti
na dusitan (Yamasaki & Sakihama, 2000), ktera je katalyzovdna cytosolarni
nitratreduktasou (EC 1.7.1.3) (Wendehenne et al., 2001). Dal§im zdrojem NO
je nitrit:NO reduktasa (EC 1.7.2.1), ktera se nachazi na cytoplasmatické membrang.
V cytoplasmé 1 chloroplastech byl popsan vyskyt enzymu podobnému NOS
(,NOS-like* enzym, Daekyung et al., 2006). U nizSich rostlin byl charakterizovan
v zelené tase Ostreococcus tauri a porovnavanim aminokyselinovych sekvenci bylo
zjisténo, ze je z 45% identicky s lidskou inducibilni a neurondlni NOS a z 44%
identicky s lidskou endoteliani NOS. U vysSich rostlin nebyly nalezeny homologni geny
s NOS u savcl ¢1 tas (Forresi et al., 2010), avSak v izolovanych hrachovych
peroxisomech byla popsdna intenzivni tvorba NO diky aktivité enzymu podobnému
NOS (Corpas & Barroso, 2014). Vznik NO mutze byt podminén také neenzymatickou
cestou, a to naptiklad vlivem nizkého pH nebo svételnym zafenim. SniZenim pH
v apoplastu dochazi k redukci dusitanii, zredukovany dusitan poté dismutuje na NO
a dusi¢nan. Také miiZze probéhnout chemicka redukce dusitanu na NO za fyziologickych
podminek pH v ptitomnosti kyseliny askorbové, kterd se sama oxiduje na kyselinu
dehydroaskorbovou. Za svételnych podminek je mozné zredukovat NO;, na NO, tento
proces se vyskytuje v membrdné chloroplasti a probiha za katalyzy karotenoidy

(Cooney et al., 1994).

2.2 Posttranslaéni modifikace proteinii reaktivnimi formami dusiku

Mnoho proteini je po translaci na ribozomech reverzibiln€é 1 ireverzibilng
modifikovdno a tyto upravy jsou zdkladnim mechanismem bunééné signalizace.
Proteiny mohou byt upravovany napiiklad fosforylaci, glykosylaci, methylaci, sulfataci
nebo ubikvitinylaci (Mann & Jensen, 2003). Vyznamnou modifikaci je také nitrace
nebo nitrosylace, kdy proteiny interaguji s RNS. /n vivo byla charakterizovana nitrace

tyrosinu za tvorby 3-nitrotyrosinu a nitrace tryptofanu, kdy vznika 6-nitrotryptofan.
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Nitrosylace probiha na thiolové skuping cysteinu a vznika
S-nitrosocystein. Dal§i modifikaci mize byt navazdni RNS na kovova centra proteinti
(Gow et al., 2004). V piipad¢, ze s RNS interaguji reaktivni formy kysliku (ROS)
a vznikaji silné nitrosa¢ni ¢inidla, jedna se o tzv. nitrosativni stres. Na Obr. 1 je uvedeno
schéma posttranslacnich modifikaci, které jsou odvozeny od NO. Jak jiz bylo zminéno,
abiotické 1 biotické stresové faktory stimuluji vy$si produkci NO a dochazi k nitrosylaci
kovili, nitraci ¢i S-nitrosylaci. Stabilni slou¢eninu odvozenou od NO piedstavuje
S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery vstupuje do fady reakci a ma vyznamnou funkci

v signalnich drahach.

S-nitrosylace S-transnitrosace

Bioticky
stres

Abioticky
stres

S-nitrosylovany
protein

BUNECNA ,-SNO
SIGNALIZACE + @-SH
S-nitrosylace l S-ylutathionylace
GSN O\ -SH
°°N° - / GSNOR
GSH -SSG
CH,—(_-0OH \ J\&NH3
-gfltathionylovany
@-M NO —Q—OH GR « GSSG protein
Nitrosylace GSH
kovu Nitrace tyrosinu

Obr. 1 Posttranslacni modifikace zprostfedkované oxidem dusnatym a metabolismus
S-nitrosoglutathionu v buiikach. Pusobenim biotickych i abiotickych stresovych faktort
a také pridavkem donor NO dochazi ke zvysené produkci NO, ktery se muze dale podilet
v procesech nitrosylace kovli, nitrace tyrosinovych residui a S-nitrosylace. Vazbou
NO na cysteinové residuum redukovaného glutathionu (GSH) vznikd stabilni
S-nitrosoglutathion  (GSNO), ten muze dale iniciovat bunéénou  signalizaci.
S-nitrosoglutathionreduktasa katabolizuje GSNO za vzniku glutathiondisulfidu (GSSG).
GSSG je substratem glutathionreduktasy (GR) a dochazi k regeneraci redukovaného GSH.
GSNO pfedstavuje nejvyznamnéjsi nizkomolekularni RSNO a specificky reaguje s volnymi
sulthydrylovymi skupinami proteinti (tzv. S-transnitrosace) a umoznuje tak vznik
vysokomolekularnich RSNO. S-transnitrosacni reakce muze probihat i mezi proteiny,
S-nitrosylovany protein (R-SNO) reaguje se sulfhydrylovou skupinou jiného proteinu
(Ri-SH) za vzniku R;-SNO. S-glutathionylace predstavuje reakci redukovaného glutathionu
(GSH) se specifickou sulfhydrylovou skupinou cilového proteinu. Upraveno podle Corpas
et al.,2013 a Freschi ef al., 2013.



2.2.1 Nitrace

Principem nitrace je selektivni navdzani nitro skupiny (-NO;) na tyrosinové,
tryptofanové, cysteinové nebo methioninové residuum cilového proteinu.
do ortho- polohy vzhledem k hydroxylu aromatického kruhu tyrosinového residua.
Vlivem této vazby dochdzi ke zménam konformace proteinu a tim dochazi ovlivnéni
jeho biologické aktivity. Navazani nitroskupiny silné€ snizuje pK, hydroxylové skupiny
a tim se také snizuje jeji reaktivitu pii fosforylaci, coz vede k utlumu nckterych
signalnich mechanismti (Gow et al., 2004) Nitrace a fosforylace tyrosinu jsou tedy
kompetitivni procesy, které jsou ovlivnéné koncentraci RNS. Milimolarni narhst
hladiny peroxydusitanu mize zplsobit inhibici fosforylace, zastaveni signalnich drah
zavislych na fosforylaci a vkonecném dusledku je zahdjena apoptosa
(Klotz et al., 2002).

Nitratnim c¢inidlem mutze byt radikdl oxidu dusnatého (-NO), radikdl oxidu
dusicitého (‘NO;), peroxydusitan (ONOQ"), dusitan (NO’) nebo nitrosoniovy kationt
(NO"). Selektivita reakce je ovlivnéna tfemi kritickymi faktory. Prvnim je vzdalenost
mista syntézy nitracniho Cinidla od cilového proteinu, dale mnoZstvi proteinu a pocet
jeho tyrosinovych residui, nakonec primarni sekvence v okoli potenciondlné
nitrovaného tyrosinu (Ischiropoulos, 2003). Intenzivnéj$i nitrace proteint je pozorovana
u rostlin, které jsou vystaveny stresovym podminkdm. Nitrovany tyrosin je casto
povaZzovan za marker nitrosativniho stresu. Bylo ale pozorovano, Ze vyS$si hladiny
nitrovaného tyrosinu se objevuji nejen u rostlin vystavenych abiotickym 1 biotickym
stresovym podminkdm, ale i u zcela zdravych rostlin. Tento poznatek potvrzuje
moznost regulace metabolickych drah pomoci nitrace proteintt 1 za fyziologickych
podminek (Chaki et al., 2009). U proteomické analyzy Arabidopsis, ktera byla
napadena patogenem Pseudomonas syringae pv. Tomato byl pozorovan nariist nitrace
pi1 hypersenzitivni reakci a identifikovalo se 11 specificky nitrovanych proteint.
Tyto proteiny se predevSim ucastni fotosyntézy, glykolyzy a asimilace dusi¢nant

(Cecconi et al., 2009).



2.2.2 S-glutathionylace

Podstatou S-glutathionylace je vytvofeni stabilni disulfidové vazby mezi reaktivnimi
thiolovymi  skupinami  cysteinovych  residui  protein a  glutathionem
(GSH, y-glutamylcysteinylglycin). Reakci umoznuji reaktivni intermediaty vznikajici
rozpadem GSNO. Tato modifikace proteini ochranuje cysteinova residua pred jejich
nevratnou oxidaci, mé€ni konformaci proteini a tim ovliviiuje stabilitu a aktivitu
modifikovaného proteinu.

S-glutathionylace u rostlinnych proteini hraje roli v mechanismech redoxni
signalizace (Zaffagnini et al., 2011). Tato reakce je katalytickou souc¢ésti v§ech enzymd,
které jsou zavislé na glutathionu, napiiklad glutathionreduktasy (EC 1.8.1.7),
dehydroaskotbatreduktasy (EC 1.8.5.1), methioninsulfoxidreduktasy (EC 1.8.4.13) nebo
nekteré glutaredoxiny a peroxiredoxiny (Arscott et al., 2000; Dixon et al., 2002;
Tarrago et al., 2009; Rouhier, 2010).

2.2.3 S-nitrosylace

S-nitrosylace je reverzibilni modifikace proteini a v souCasné dobé je povazovan
za jeden z nejduleZitéjSich mechanisml posttranslaéni modifikace proteini (Gaston
et al., 2003). Principem S-nitrosylace je kovalentni navazani skupiny -NO na thiolovou
skupinu (-SH) cysteinového residua proteinu (Hoffmann ef al., 2003). Vznikl¢ produkty
S-nitrosothioly maji obecnou strukturu RS-NO. S-nitrosylace je fazena mezi
tzv. redoxni signalni drahy, které jsou zaloZené na redoxnich zménach efektorovych

molekul (Gaston ef al., 2003).

2.2.3.1 Mechanismus

V zavislosti na charakteru vznikajici vazby mezi NO skupinou a thiolem rozliSujeme
dva typy mechanismii, nitrosacni a nitrosyla¢ni. Jako nitrosace je ozna¢ena modifikace,
pfi které vznikd mezi NO' skupinou a thiolem kovalentni vazba. P¥i nitrosylaci
se vytvaii koordina¢né kovalentni vazba mezi thiolem a radikalem NO'. S-nitrosylace
byla poprvé popsana roku 1992 u sérového albuminu (Stamler et al., 1992). Pozdé&ji se
prokézalo, Ze jde spiSe o experimentdalni artefakt (Herold et al., 2003). Pozd¢ji byla
objevena fada dalSich proteinti, které této modifikaci podléhaji. Mechanismli bylo

navrzeno hned nékolik, ale stale neni zcela ziejmé, ktery prevlada in vivo.
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NO reaguje s oxidanty, pfedevSim s O,, O, a vznikaji oxidy dusiku s vy$$im
oxidacnim stavem (/). Reakci s redukovanymi thioly vznikaji radikdlové meziprodukty,
které po odSté€peni vodikového protonu a jednoho elektronu poskytuji S-nitrosothioly
(RSNO) (4). Tonty ptechodnych kovi (Zn**, Ca**, Mg*", Ni*", Co*", Mn®>", Cr’") reaguji
s NO za tvorby NO" a slouzi jako katalyzatory S-nitrosylace.

Mozny mechanismus S-nitrosylace v anaerobnim prostiedi popsal Kharitonov et al.,
1995 jako proces probihajici prostfednictvim tvorby reaktivnich oxidi dusiku jako
je N20Os3 nebo N>O4 (dimer NO,). Cely tento mechanismus popisuji Ctyfi zdkladni
rovnice a je schematicky uveden na Obr. 2. Prvnim krokem je reakce NO s kyslikem,
ktery slouzi jako akceptor elektront (7).
2NO+0;, —2NO;, (1)

Dals§im krokem je tvorba nitrosac¢niho ¢inidla N,Os (2).
NO, +NO —N,0; (2)

Prvni 1 druhé reakce jsou limitujicimi kroky rychlosti S-nitrosylace. Dalsi reakcei je
hydrolyza ¢inidla a posledni je reakce s thioly (3).

N,O; + HLO —>2 HNO,  (3)
N>,O3;+ RS-H —>RS-NO + HNO,  (4)

Treti reakce se Ctvrtou reakci kompetuje. Studie in vitro prokazaly, ze jiz pfii
milimolarni koncentraci GSH veskery N,Oj; reaguje za tvorby GSNO (Kharitonov et al.,
1995).

Jiny mechanismus popisuje vznik RSNO reakei thiolu s nitrosoniovym iontem (NO")
nebo reakci thiolu s peroxydusitanem, ktery miiZze vzniknout reakci NO se superoxidem
O, (Lancaster et al., 2008). Reakéni mechanismus, ktery popisuje vznik RSNO piimo
reakci NO- (5) s thioly navrhl Gow et al., 1997. Mechanismus bézi i za anaerobnich
podminek za tidasti jiného akceptoru elektronti, napf. NAD'. Prvni krok reakce spo¢iva
ve tvorbé radikdlového meziproduktu, v dal§im kroku se meziprodukt v pfitomnosti
akceptoru elektroni méni na RSNO (6).

RSH+ NO —> RSNO (5)
RSNOH + O, —>RSNO + O, (6)



Obr 2. Prehled nejdalezitéjsich cest vedoucich k tvorbé S-nitrosothiolti (S-NO). Oxid dusnaty
ve formé volného radikalu NO- reaguje predevsim se superoxidem (O;’), kyslikem nebo s kovy
(M), coz vede ke tvorbé nitrosacnich ¢inidel jako je peroxydusitan (ONOOY), oxidy dusiku
(N,O3, NO,) nebo ke vzniku komplexu kovu s NO (M-NO). Kromé toho radikal NO- také
reaguje s thiolovym radikalem (RS-). Dale mize probihat reakce nitroxylového aniontu (NO")
&i nitrosoniového kationtu (NO") s thiolovym aniontem (RS) za vzniku (R)S-NO. Také mohou
probihat transnitrosacni reakce, kde dochazi k pfenosu NO skupiny mezi riiznymi thioly
(upraveno podle Kovacs & Lindermayr, 2013).

2.2.3.2 Stabilita a odbouravani S-nitrosothiolu

Vazba mezi atomem siry a -NO skupinou je siln€ polarni a neni nijak stericky chranéna,
proto jsou RSNO pomérné nestabilni, snadno uvoliiuji NO a jsou vhodné jako zasobni
a transportni molekuly NO in vivo. Byla také identifikovana skupina velice stabilnich
RSNO (Paige et al., 2008). Stabilita NO skupiny téchto proteini je pravdépodobné
zabezpecena zménou konformace proteinu, kterd dokdaze NO skupinu ochranit pred
pristupem redukcnich ¢inidel. Mira stability jednotlivych RSNO je rtizna a odlisné
stabilni RSNO maji v signalnich drahach odliSnou funkci. RSNO mohou podléhat
transnitrosa¢nim reakcim, S-thiolaci nebo mohou piisobit pfimo.

Reakei, pii které dochazi k prenosu —NO skupiny z RSNO na thiolovou skupinu
jiného substratu, nazyvame transnitrosacni reakci. Thiolatovy aniont je nukleofil
atakujici dusik nitrosylové skupiny (7).

R'SNO +R*SH —>R’SNO+R'SH  (7)

Tato reverzibilni reakce se povazuje za jeden z regula¢nich mechanismi, nebot’ bylo

prokazano, ze transnitrosace thiolovych skupin ovliviluje enzymovou aktivitu

(Hogg, 2000).



S-thiolace je reakce, pti které vznika nitroxylovy aniont a pfislusny disulfid (§).
Dtive byla S-thiolace povazovéna za odpovéd’ buniky na oxidacni stres. Dnes je znamo,
ze se tato reakce vyskytuje v prostiedi s vyssi koncentraci RSNO.

R'SNO +R’S —>R’SSR'S+NO"  (8)

Dalsim efektem RSNO je samotné ptimé piisobeni. GSNO miize slouzit jako substrat
1 inhibitor enzymt vyuzivajicich glutathion naptiklad vy-glutamyltranspeptidasa
(EC 2.3.2.2) nebo glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9) (Hogg, 2000).

RSNO jsou degradovany enzymatickou i neenzymatickou cestou. Stabilitu ovliviiuji
svételné podminky, teplota, pH, pfitomnost O, a kationt nékterych kovii. RSNO
se rozkladaji monomolekuldrni reakci nebo redukénim St€penim za pfitomnosti
kationt, zeyjména médnych, stiibrnych ¢i rtutnatych (Swift & Wiliams, 1997).
Monomolekularni §tépeni vazby mezi thiolovou skupinou a nitro skupinou miize byt
heterolytické za vzniku NO' nebo NO™, nebo homolytické za vzniku NO a disulfidu.
Homolytické Stépeni je fyziologicky vyznamnégjsi nebot’ ma nizsi energii. Radikaly NO-
a RS- vznikaji homolytickym $tépenim na ultrafialovém svétle (9)(Noble & Williams,
2000).

RSNO ™5 NO-+RS*  (9)

Rozklad RSNO katalyzovan Cu’ ionty (10,11).
Cu”+RSNO —>Cu’ +RS +NO-  (10)
2Cu""+2RS” —2Cu"+RS-SR  (1])

Rozklad je vtomto ptfipadé vyznamné ovlivnén strukturou S-nitrosylovaného
proteinu a je mozné¢ ho potlacit pfitomnosti chelatacniho Cinidla jako je naptiklad
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) nebo neocuproin. Ionty Cu’ vznikaji redukci
thiolatii RS™ nebo se mohou tvofit z Cu®" iont navézanych na proteinech. Rozklad
S-nitrosothiolil je katalyzovan 1 dalSimi ionty kovl, naptiklad ionty rtuti, ¢ehoZz
se vyuziva pti Savillové metod¢ pro spektrofotometrické stanoveni RSNO.

S-nitrosothioly jsou také odbouravany redukénim prostfedim cytosolu. Uéinnym
redukénim ¢inidlem je naptiklad glutathion (GSH), jehoZ intracelularni koncentrace
piimo ovlivituje n€které RSNO (Clementi et al., 1998) a S-nitrosylace probihd pouze
pi1 vysoké hladiné NO. Pied timto prostfedim jsou RSNO chranény v bunécné
membrané, ve vaccich nebo obklopeny hydrofobnimi ¢asticemi (Rafikova et al., 2002).

Mechanismus transnitrosace a katabolismus nizkomolekularnich RSNO byl jiz
popsan, ale stadle neni jasnd specifiCnost regulace. Nejvétsi vyznam ma

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR; EC 1.1.1.284), dfive oznaCovana jako
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glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa, kterd se vyskytuje ve vétSin¢ tkani
¢1 pletiv. Tento enzym je klicovy pro katabolismus GSNO a tim nepfimo ovliviiuje
1 hladinu ostatnich RSNO vbunice (Liu et al., 2001). GSNOR patii mezi
alkoholdehydrogenasy tiidy III a katalyzuje za ucasti NADH ireverzibilni pfeménu
GSNO na glutathiondisulfid (GSSG) a amoniak:

GSNO +NADH +H" —GSNHOH + NAD"
GSNHOH + NADH + H© —>GSNH, + NAD" + H,0
GSNH, + GSH —> GSSG + NH;

Dalsi moznosti odbourdvani  S-nitrosylovanych  proteini je  pomoci
thioredoxinreduktasy (TR, EC 1.8.1.9), kdy dochazi transnitrosaéni reakci mezi RSNO
a thioredoxinem (Mitchell ef al., 2007). Thioredoxin je S-nitrosylovan na Cys69 a mlze
byt redukovan TR. Mechanismus neni stale objasnén, ale je jisté ze tento systém ma
vyznam pii  ochrané intracelularniho prostiedi pfed nitrosaénim stresem

(Haendeler ef al., 2002).

2.2.3.3 Biologické funkce a regulace vyznamnych rostlinnych proteini

prostirednictvim S-nitrosylace

S-nitrosothioly jsou vyznamnou soucasti signalnich drah NO. Jsou hlavnimi donory NO
v biologickych systémech a jejich uc¢innost je zaloZzena na jeho uvoliiovani po reakci
s volnymi kyslikovymi 1 lipidovymi radikdly, které mohou mit toxicky ucinek
(Shahani & Sawa, 2011). U rostlin zabezpecuji RSNO ve fyziologickych koncentracich
ochranu bunék pied nitrosativnim nebo oxidativnim stresem a jejich zvySené hladiny
muzeme pozorovat u rostlin napadenych patogenem (Feechen et al., 2005). Jak jiz bylo
zminéno, zésadni roli pfi regulaci hladiny NO a GSNO mé enzym GSNOR katalyzujici
tvorbu glutathiondisulfidu a amoniaku z dvou molekul GSNO (Sakamoto et al., 2002).
Ackoli nebylo dosud prokazano, Ze by tento enzym byl pfimo regulovan S-nitrosylaci,
je jisté, ze GSNOR ovliviluje rychlost S-nitrosylace. Pifi zvySené hladiné
S-nitrosylovanych proteinli miZzeme pozorovat nizkou aktivitu GSNOR (Chaki et al.,
2011). GSNOR ma tedy vyznamnou roli v kontrole hladiny S-nitrosylovanych proteinti
a to pravdépodobné tak, Ze tidi proces transnitrosylace mezi GSH a S-nitrosylovanymi

proteiny.
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Transnitrosacni reakci RSNO muize dojit k ptenosu NO skupiny na jinou proteinovou
strukturu. Navdzani NO na thiolovou skupinu cysteinového residua ovlivituje celkovou
konformaci proteinu, a tim také méni jeho nékteré vlastnosti. Vyznamna je zména
aktivity takto modifikovaného proteinu, kterd se uplatiuje vtadé fyziologickych
1 patologickych procesech (Haendeler et al., 2002).

Vyznamny proces, ktery je S-nitrosylaci regulovan je apoptosa neboli programovana
bunécna smrt. K zahdjeni k apoptotické signdlni kaskddy slouzi kaspasy, coz jsou
proteasy obsahujici ve svém aktivnim misté cystein. Prvnim krokem je vytvofeni
proenzymu kaspasy, ktery je dale Stépen za vytvofeni aktivniho tetramerniho enzymu.
Iniciacni kaspasy poté mohou aktivovat efektorové kaspasy, které jiz mohou Stépit
specifické proteiny a dochazi tak k aktivaci celého procesu bunécné smrti (Martinez-
Ruiz et al., 2007). S-nitrosylace cysteinovych residui v aktivnim misté kaspas ma anti-
apoptoticky ucinek. Proto je vétSina proenzymu kaspas za klidovych podminek v buiice
S-nitrosylovana (Kim et al., 1997). U Arabidopsis byla popséna S-nitrosylace cysteinu
147 u metakaspasy 6 (Belenghi et al., 2007). Pii apoptose se takto modifikovany
proenzym uvolni z mitochondrie do cytoplasmy. Reduk¢ni prostiedi cytoplasmy poté
denitrosyluje kaspasu a tim je aktivovdna. Za ur¢itych podminek mohou NO,
peroxydusitan 1 RSNO ptisobit proapoptoticky. Vysoka hladina NO vede k otevieni
poOra vnitini mitochondridlni membrany a cytochrom c se tak mize uvolnit do cytosolu
a aktivovat apoptotickou signalni drahu (Brookes et al., 2002; Schonhoff et al., 2003).

U Arabidopsis  thaliana bylo identifikovana asi 100 proteinti, které jsou
S-nitrosylovany (Lindermayr et al., 2005). VétSinou jsou modifikovany signalni,
regula¢ni nebo stresové proteiny a také i antioxidac¢ni enzymy (Tab. 1). V soucasné
dobé jsou nejCastéji studovany S-nitrosylované proteiny ucastnici se obrannych reakci
rostlin, zeyjména peroxiredoxin II E (PrxIIE), Nonexpressor of Pathogenesis-Related
proteins 1 (NPR1), NADPH oxidasa, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH),
metakaspasa (AtMC3), protein vazajici kyselinu salicylovou (SABP3) nebo transkrip¢ni
faktor (TGA1).

Peroxiredoxiny pfedstavuji  skupinu thiol-specifickych enzym schopnych
detoxifikovat tfadu peroxidovych substrata. PrxIIE je lokalizovan ve stromatu
chloroplastii (Dietz, 2011). Podili se na redoxni signalizaci béhem fotosyntézy
¢1 respiraci. Diky jeho vyznamnym antioxidaénim u¢inkim je také dualezity
pii odstranovani reaktivnich forem kysliku produkovanych za stresovych podminek

(Perazzolli et al., 2004). S-nitrosylace PrxIIE byla popséana u Arabidopsis infikovanych
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avirulentnim bakteridlnim patogenem Pseudomonas syringae, kdy byla pozorovana
zména aktivity navdzdnim NO na cystein 121 (Romero-Puertas et al., 2007).

S-nitrosylace byla popsana také u cytosolarni formy Prx II B a mitochondrialni Prx I1 F

po ptidavku GSNO k bunécné kultute Arabidopsis (Lindermayr et al., 2005).

Tab. 1 Priklady vybranych rostlinnych proteinti regulovanych prostfednictvim S-nitrosylace.

Funk¢ni tfida  Identifikovany protein Stimulace Efekt Cys Rostlina
proteinu -NO
Metabolismus GADPH GSNO, ) 155, A. thaliana
salinita, 159 N. tabacum
patogen, C. aurantium
nadmérne K. pinnata
ozateni .
O. sativa
Methioninadenosyltransferasa 1 ~ GSNO ) 144 A. thaliana
Fotosyntéza Velka podjednotka RUBISCO GSNO, ) 192, A. thaliana
nizka teplota 427 B. juncea
K. pinnata
Fotosystém I apoprotein A2 Konstitutivni ~ ? 559 A. thaliana
B. juncea
C. aurantium
K. pinnata
Tubulin B GSNO ? 56 A. thaliana
Signalizace Auxinovy receptor TIR1 GSNO ) 140 A. thaliana
Transkripéni faktor MYB2 GSNO ) 53 A. thaliana
NPR1 GSNO ) 156 A. thaliana
TGALl GSNO ) 172, A. thaliana
287
Kalnexin CNX1 Konstitutivni  ? 108 A. thaliana
Zpracovani Elongacni faktor EF-1a GSNO ? 87 A. thaliana
genetické B. juncea
informace
Transportéry Vakuolarni ATPasova Konstitutivni ~ ? 201 A. thaliana
a kanaly podjednotka
Fosfatovy transportér (PHT3;1)  Konstitutivni = ? 104 A. thaliana
Adenylatovy translokator Konstitutivni  ? 130 A. thaliana
Produkce ROS NADPH oxidasa GSNO, ) 890 A. thaliana
patogen
Detoxifikace Askorbatperoxidasa GSNO, ) 32 A. thaliana
ROS plynny NO A. toxicaria
C. aurantium
Katalasa GSNO ) 230 P. sativum
Detoxifikace ~ Peroxiredoxin II E GSNO, ) 121 A. thaliana
ONOO patogen
Stépeni Metakaspasa AtMC9 Konstitutivni (<) 147 A. thaliana
proteind Cystein-proteasa RD21 Konstitutivni ~ ? 233, A. thaliana
342
Konstitutivni = konstitutivni ~ S-nitrosylace; (+) aktivace, (-) inhibice, ? efekt neni znéam;

Cys-NO = specifické cysteinové residuum podléhajici S-nitrosylaci; A. thaliana, Arabidopsis thaliana,
N. tabacum, Nicotiana tabacum; C. aurantium, Citrus aurantium;, K. pinnata, Kalanchoe pinnata,
O. sativa, Oryza sativa; B. juncea, Brassica juncea; A. toxicaria, Antiaris toxicaria
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Yun et al, 2011 provedli rozsdhlejSi studii in vivo Arabidopsis infikovanych
Pseudomonas syringae pv. tomato (avrB). Mikrobidlni infekce vede k rychlé syntéze
NO a také ROS, generovanych pfedev§im NADPH oxidasou, které jsou klicové pro
spusténi programované bunécné smrti v misté infekce. Bylo zjiSténo, ze po infekci
vedla zvySend hladina S-nitrosothioli ke zméné pribéhu hypersenzitivni reakce, byl
pozorovan pokles hladiny kyseliny salicylové 1 intermediatti ROS. Vysoka hladina NO
zpusobila S-nitrosylaci Cys890, klicovém residuu NADPH oxidasy u Arabidopsis
(AtRBOHD), a doslo tak ke snizeni jeji aktivity. Experimenty provedené in vitro
s rekombinantnim enzymem a mutace konzervovaného Cys890 potvrdily snizeni
aktivity AtRBOHD prostfednictvim S-nitrosylace. Timto zpisobem patrné rostliny

reguluji vyvoj bunééné smrti v pribéhu hypersenzitivni reakce.

Klicovym regulatorem obrannych reakci je protein NPRI1. Neaktivni protein
je tvoten oligomery, které jsou vzajemné spojené disulfidovymi mustky. Pokud dojde
k rozpadu disulfidové vazby, uvolni se monomer, ktery je jiz aktivni (Dong, 2004).
Oligomerizace je podpoifena S-nitrosylaci cysteinu 156 (Tada et al., 2008). Aktivni
monomer je poté transportovan zcytosolu do jadra, kde stimuluje aktivaci
transkripCnich faktori, jako je TGA1 (Dong, 2004). NO také piimo ovliviiuje TGAL.
S-nitrosylace na cysteinu 172 a 287 aktivuje vazebnou aktivitu na pfisluSnou sekvenci
a vede tak k transkripci obrannych genti (Lindermayr e al., 2010).

Dalsi redoxné regulovany enzym je glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH).
Urostlin ma tento glykolyticky enzym dv€ isoformy, jednu v cytosolu, druhou
a v plastidech. Ob¢ tyto izoformy jsou translokovany do jadra (Anderson et al., 2004).
Bylo zjisténo, Ze enzym ma 1 neglykolytické funkce, kterymi_je obrana proti virové
infekci, DNA-vazebna aktivita nebo vyvoj kofene a pylu (Holtgrefe er al., 2008;
Prasanth et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze tabdkové izoformy GAPDH interaguji s protein
kinasou NtOSAK (osmoticky stresem aktivovana proteinkinasa u Nicotiana tabacum)
v cytosolu. Vlivem fosforylace NtOSAK poté tvoii komplex s GAPDH a timto
zpusobem ji aktivuji (Burza et al., 2006).

Na Obr. 3 je ilustrovan hypoteticky model, jehoz cilem je objasnit zapojeni

S-nitrosylace v obrannych reakcich rostlin, a to v induk¢ni 1 zpétnovazebné fazi.
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Obr. 3 Hypoteticky model zapojeni S-nitrosylace v obranné reakci rostliny. V indukéni fazi NO
vznikajici v reakci na patogen zpisobuje translokaci monomerni NPR1 do jadra. Pfeména
NPR1 zoligomeru na monomer je podporovana thioredoxinem (TRX). V jadie interaguje
monomerni NPR1 s transkripénim faktorem TGAI, ktery je aktivovan S-nitrosylaci. Vznik
komplexu TGA1-NPR1 umoznuje vazba TGA1 na sekvencni element 1, ktery je nedilnou
soucasti obrannych genti a dochazi tak k jejich expresi. Jind, avsak vice spekulativni hypotéza je
popsana v piipad¢ tzv. nitrosylasové aktivity GAPDH. S-nitrosylace TGAl muze byt
zprostfedkovana S-nitrosylaci GAPDH tvotici komplex s NO-aktivovanou proteinkinasou
NtOSAK. Uloha GAPDH/NtOSAK komplexu neni pfili§ znama. Diky S-nitrosylaci dochazi
k inhibici katalasy (CAT), askorbatperoxidasy (AscP) a peroxiredoxinu II E (PrxIIE), coz vede
ke zvySovani produkce H,O, a ONOO". NADPH-oxidasa, resp. RBOHD, vytvaii oxida¢ni
podminky, které jsou pfinosné pro expresi genli obranych reakci (Mittler er al., 2011).
Ve zpétnovazebné fazi je deaktivovana NPR1/TGA1 draha diky S-nitrosylaci monomerniho
NPR1 a jeho oligomerizaci vytvorenim disulfidovych vazeb mezi monomery NPRI.
S-nitrosylaci je také inhibovana aktivita RBOHD a zprostiedkovatel obranné reakce SABP3 je
také vazbou NO inaktivovan. Dohromady tyto procesy potlacuji expresi obrannych geni
(upraveno podle Astier ef al., 2012).

- 14 -



2.2.3.4 Prehled vybranych metod pro analyzu S-nitrosothioli

a S-nitrosylovanych proteini

Obsah S-nitrosothioli (RSNO) v biologickém materialu je stanoven na zdklade
uvoliiovani NO a jeho detekci napt. chemiluminiscencné, kolorimetricky, fluorescencné
¢1 elektrochemicky. Principem vysoce citlivé chemiluminiscenéni metody je smiseni
plynného NO ze vzorku s generovanym ozonem za vzniku NO,, ktery je z Casti
v excitovaném stavu (NO,*). Mnozstvi fotonu uvolnéného pii ndvratu do zdkladniho
stavu je pfimo umérné mnozstvi NO (Pinder et al., 2007). Savillova metoda vyuziva
uvoliiovani NO™ z S-nitrosothiolis katalyzované Hg*™ soli. Poté dochazi k reakci
se sulfanilamidem za tvorby diazoniové soli, kterda nasledné¢ kopuluje
s N-(1-naftyl)ethylendiaminem (NED). Princip metody je uveden na Obr. 4. Vzniklé
azobarvivo je detekovdno spektrofotometricky pii 540 nm (Saville, 1958).
Fluorescencni metoda (Park & Kostka, 1997) je zaloZzena na detekci fluorescenéni
slouCeniny 1-[H]-naftotriazolu vytvofené¢ho reakci 2,3-diaminonaftalenu a kyseliny

dusité, ktera se uvoliuje z RSNO piisobenim chloridu rtutnatého v kyselém prostiedi.

RSNO

Hg2+

NO* + RS-

HZNSOS—Q—NHZ
H,NSO —@— ‘=N

a
HNsO,—~( H—N= t NH,

Obr. 4 Princip Savillovy metody. V prvnim kroku dochézi uvolnéni NO' z S-nitrosothioli
vlivem katalyzy rtutnatych iontd. Poté NO' reaguje se sulfanilamidem za vzniku pfisluiné
diazoniové soli, ktera dale kopuluje s N-(1-naftyletylen)diaminem a tvofi azobarvivo.

Nejpouzivanéjsi strategii pro detekci a identifikaci S-nitrosylovanych proteini je tzv.
metoda biotin switch (BST), navrzena Jaffreym a jeho kolegy v roce 2001. Je zaloZena

na tfech krocich. Prvnim krokem je blokovani volnych cysteinovych residui pomoci
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methyla¢niho ¢inidla S-methylmethanthiosulfonatu (MMTS). Pro dosazeni efektivity
blokace je ptidan dodecylsiran sodny (SDS) a vzorek je zahtfivan pii teploté 50°C.
Nadbytek MMTS je odstranén precipitaci proteinti v acetonu. DalSim krokem je
transnitrosacni reakce, kdy dochazi k pfevedeni —SNO skupiny na thiolovou skupinu
-SH pomoci askorbatu. Bylo popsano, Ze askorbat mulze zplsobovat redukci
disulfidovych vazeb nebo jiné oxida¢ni modifikace, které vedou k nespravnym
vysledkim (Landino et al., 2006; Huang & Chen, 2006). Kallakunta et al., 2009 nové
popsali pouziti sinapové kyseliny (3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova kyselina), ktera
nenaruSuje disulfidové vazby v proteinech. Forrester et al., 2009 uvedli,
ze pravdépodobnou pfiCinou artefaktii vznikajicich pti redukci askorbatem jsou nahodné
expozice svétlu ¢i pfitomnost kontaminujicich latek ve vzorku. Tietim krokem je
znaCeni  zredukovaného cysteinu  pomoci thiol-specifického  biotinu-HPDP
[(N-(6-(biotinamido)hexyl)-3"-(2 -pyridyldithio)propionamid)]. Znaceny protein je poté
mozné detekovat pomoci anti-biotin protilatky nebo purifikovat na (neutr)avidin-
agarosové matrici. Po eluci pufrem s pridavkem redukéniho ¢inidla DTT
nebo B-merkaptoethanolu, které je schopné odstranit biotinovou znacku, Ize
vypurifikované S-nitrosylované proteiny identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie
(MS).

Metoda BST byla extenzivné modifikovdna a na jejim principu byla vyvinuta fada
dalSich technik (Obr. 5). Jednou z nich je SNOSID (S-Nitrosothiols-Site Identification,
Hao et al., 2009). V této metodé po biotinylaci nasleduje krok Stépeni proteint
trypsinem pied afinitni purifikaci. Tento postup umoziuje selektivni purifikaci proteinti
obsahujici S-nitrosylovana mista, kterd mohou byt dale identifikovdna MS. Dalsi
modifikaci BST predstavuje His-Tag switch (Camerini et al., 2007). Principem je
nahrazeni biotinu-HPDP za His-Tag znafeni. Pro imunochemickou detekci je vyuzita
anti-His-tag protildtka a purifikace je provedena na matrici s imobilizovanymi
nikelnatymi nebo kobaltnatymi ionty. Takto znaCena cysteinova residua mohou byt
thned analyzovdna MS. Treti metoda, 2D-SNO-DIGE (2D-Difference Gel
Electrophoresis) kombinuje 2D gelovou elektroforézu a fluorescencni znaceni pomoci
cervené¢ho CyS5 (indodikarbocyanin) a zeleného Cy3 (indokarbocyanin). Tato barviva
tvofi selektivné adukty s proteinovymi S-nitrosothioly pti pH 7, které nepodl€haji
redukci pti elektroforéze bézné pouzivanymi redukénimi €inidly na rozdil od znaceni
biotinem-HPDP (Kettenhofen et al., 2008). Vyhodu této metody piedstavuje moznost

pfimého porovnani vzorkid v jednom gelu pomoci fluorescencnich zobrazovacich
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technik a vysoka citlivost se uplatiiuje pifi analyze méné¢ abundantnich
S-nitrosylovanych  proteinti.  Dal§i  technika  spoc¢ivd  vpfimé  purifikaci
protein modifikovanych S-nitrosylaci pomoci thiol-reaktivni matrice obsahujici
imobilizované rtutnaté ionty (SNO-RAC, S-Nitrosothiols Resin-Assisted-Capture;
Forrester et al., 2009). Nejprve jsou volna cysteinova residua ucinn€ blokovana, poté
jsou Cys-NO redukovana a vazi se na thiol-reaktivni matrici s imobilizovanymi
rtutnatymi ionty. ZjednoduSeni ptedstavuje vynechani znacCeni biotinem-HPDP
a moznost Stépeni trypsinem, coz urychli postup pii identifikaci S-nitrosylovanych
proteinii. DalS§i metody jsou zalozeny na vysoce reaktivnich sloucenindch fenylrtuti
specificky vazajicich RSNO. Tyto slou¢eniny mohou byt imobilizovany na agarosové
kulicky nebo na biotin a vyuzity pro purifikact RSNO (Doulias ef al., 2010).

VSechny jmenované metody umoziuji detekci a identifikaci S-nitrosylovanych
proteinil. Nicméné jde o metody neptimé, protoze vSechny vyzaduji krok znaceni. Pfima
detekce je ale velmi komplikovana diky labilnimu charakteru S-NO vazby a je stale

pfedmétem vyzkumu.

SH

S-I W S-I Detekce s anti-His

SNO Blokace SNO Redukce SH S-His-tag protilatkou nebo
_— _— _ afinitni purifikace
S S na neutravidinové

S MMTS/NEM Askorbat
! | | matrici

:

Biotin Switch

S-I Detekce s anti-biotin
S-S-Biotin protilatkou nebo

afinitni purifikace
|S na neutravidinové

s matrici

Afinitni purifikace

S-S-Biotin —| na neutravidinové |[—»

matrici

Analyza hmotnostnim spektrometrem

Trypsmové

Stapeni =5
=,
|
s

Obr. 5 Metody pro detekci S-nitrosylovanych proteinti - biotin switch, His-tag switch
a SNOSID. Prvnim krokem u vSech metod je blokace volnych nemodifikovanych thioli
¢inidlem MMTS nebo NEM. Modifikované thioly jsou redukovany pomoci askorbatu. Nasledné
jsou zredukované skupiny znac¢eny pomoci biotin-HPDP nebo His-tag v zavislosti na pouzité
metod¢. Dalsim krokem je detekce specifickou protilatkou nebo afinitni purifikace s naslednou
detekci MS. V ptipadé pouziti techniky SNOSID je protein zna¢en biotinem, $tépen trypsinem,
purifikovan a identifikovan MS (upraveno podle Lindermayr et al., 2009).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1  Material a pFistroje

3.1.1 Chemikalie

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

AppliChem (Némecko): dodecylsiran sodny, hovézi sérovy albumin frakce V.
Bio-Rad (USA): blotovaci pufr Trans-Blot Turbo, marker molekulové hmotnosti
Precision Plus Dual Xtra Standards.

Duchefa Biochemie (Nizozemsko): dithiotreitol.

Lachema (Ceska republika): hydroxid draselny, hydroxid sodny.

Lach-Ner (Ceska republika): ethanol; formaldehyd; methanol.

Life Technologies (Novex, USA): Bolt ®Bis-Tris Plus Precast gels kit.

Millipore (Némecko): Luminata Classico Western HRP substrat.

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

Penta (Ceska Republika): chlorid sodny.

Roche (Svycarsko): inhibitor proteas Complete ULTRA tablety.

Sigma-Aldrich (Némecko): aceton, akrylamid; agar; askorbat; bisakrylamid;
B-merkaptoethanol, bromfenolova modi; diethylenetriaminepentaoctova kyselina;
dimethysulfoxid; dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny;
dusitan sodny; dusi¢nan stfibrny; ethyendiamidtetraoctovd kyselina; glycerin;
hydrogenfosforeCnan draselny, hydrigenfosforeCnan sodny; 2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonova  kyselina; N, N-dimethylformamidfenylmethansulfonyl
fluorid; N, N'- tetramethylendiamin; nitrotetrazoliovd modf ve spojeni s 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-fosfatem; octova kyselina; persiran amonny; Ponceau S; primarni
monoklondlni myS$i anti-biotin protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou;
redukovany  glutathion; redukovany nikotinamidadenindinukleotid; sacharosa;
sekundarni anti-krali¢i protilatka (imunizace kozy) IgG znacena kienovou peroxidasou;
S-methylmethanthiosulfat; suSené¢ odtucnéné mléko; Triton X-100; Tween 20; uhliitan
sodny

Thermo Scientific (USA): N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio)-

propionamid (biotin-HPDP); neutravidinova matrice.
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Primarni _polyklonidlni protilitka anti-SIGSNOR: Protilatka byla pfipravena

standardni metodou (Harlow & Lane, 1988) intradermalni aplikaci purifikovaného
rekombinantniho proteinu GSNOR ze Solanum lycopersicum cv. Amateur (Kubienova

et al., 2013a).

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko); autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko);
centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko); dokumentaéni zatizeni Gel-Doc (Bio-Rad,
USA); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); elektroforeticky systém Mini
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA); -elektromagnetickd michacka (IKA,
Némecko); kolonky NAP-10 (GE Healthcare, USA); mikrodesticky Test plate 96F
(TPP, Svycarsko); mikrodestickovy reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA);
nitrocelulosovd membrana 0,45 pm (Bio-Rad, USA); skener Li-COR C-DiGit Blot
(LI-COR Biotechnology, Némecko); termoblok (BioSan, Litva); tfepacka 3D (BioSan,
Litva); vortex (Stuart, UK); zafizeni pro rychly transfer proteini na membranu
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA); zdroj pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad,
USA).

3.2  Biologicky material
3.2.1 Solanum spp.

Jako modelové rostliny pro studium proteinové S-nitrosylace v prabéhu patogenese
byly vybrany tfi genotypy rajcete Solanum spp., které jsou na naSem pracovisti
intenzivné studovany v souvislosti s problematikou ROS, RNS ¢i heat-shock proteinti
(Kubienova et al., 2013a, 2013b; Piterkova et al., 2013, 2012, 2011, 2009; Tomankova
et al., 2006; Mlickova et al., 2004). Studované genotypy, Solanum Ilycopersicum cv.
Amateur, Solanum chmielewskii a Solanum habrochaites, se vyznacuji rozdilnou
odolnosti resp. rezistenci vii¢i vyznamnému biotrofnimu patogenu padli rajéatovému
Oidium neolycopersici. S. lycopersicum cv. Amateur predstavuje nachylny genotyp,

S. chmielewskii sttedné rezistentni a S. habrochaites siln¢ rezistentni genotyp rajCete

(Obr. 6).

Semena byla vyseta do navlhéeného perlitu. Zhruba 10 dni staré semenacky, které

mély pln€ vyvinuty déloZni listy, byly pfesazeny do smési zahradniho substratu
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a raSeliny v poméru 2:1. Rostliny byly péstovany ve skleniku v plastovych kvétinacich
o priméru 7 cm, pravidelné zalévany a hnojeny. Podminky pro péstovany byly: teplota
20/18°C, fotoperioda 12/12 h (den/noc). Pro experimenty byly pouzity 8 tydenni

rostliny.

Obr. 6 Listy tii genotypt Solanum spp.. (a) Nachylny genotyp S. lycopersicum cv. Amateur.
(b) Stfedné rezistentni genotyp S. chmielewskii. (c) Siln€ rezistentni genotyp S. habrochaites.

3.2.2 Phytophthora infestans

Zastupci rodu Phytophthora spp. jsou fazeni do tiidy oomycet Peronosporales a Celedi
Pythiaceae. Jedna se o hemibiotrofni patogeny se znacnym hospodarskym dopadem.
Phytophthora infestans (pliseti bramborova), ktera je v Ceské republice velice rozsitena,
vyvolava u lilkovitych rostlin, zejména bramboru a rajéete, zlutohnédé az tmavé hnédé
nekrézy na listech. Béhem vlhkého pocasi a mirnych teplot mize znicit celou urodu

béhem tydne.

Pro nasi studii jsme vybrali patosystém: Solanum spp. x P. infestans, a to z divodu
pomérné snadné kultivace Phytophthora spp. na médiich v porovnani s biotrofnim
patogenem O. neolycopersici. P. infestans byla kultivovdna na zitném agaru
za podminek 25°C a stalého osvétleni. Po 4 tydenni kultivaci, byla z média vytiznuta
krychlicka se vzdu$nym bilym myceliem o rozméru 7x7 mm, pfenesena do Petriho

misky obsahujicich nové médium a kultivovana dalsi 3-4 tydny (Obr. 7).
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Obr. 7 Soustfedny narust mycelia 30 denni Phytophthora infestans kultivované na Zitném agaru.

Priprava kultivacniho média:

« Zitny agar: 60 g zitnych obilek bylo ponechano 24 h pii laboratorni teploté
v 1 1 destilované vody. Druhy den byly rozmixovany ve stolnim mixéru 20 s pii
maximalnim vykonu. Smés byla prefiltrovana a poté prenesena do sklenénych lahvi.
Nasledovalo pridani agaru (1,5-2 g-1"). Médium bylo autoklavovano po dobu 20 min
ptfi 121°C. Po ochlazeni na teplotu 60°C byla do média pfidana sacharosa o koncentraci

20 g I

3.2.3 Inokulace

Izolace zoospor byla provedena smytim ze sporangii za sterilnich podminek
po aplikaci 5 ml sterilni deionizované vody na jednu Petriho misku porostlou myceliem.
Pro izolaci zoospor byly pouzité tfi Petriho misky porostlé myceliem, bylo ziskano
celkem 15 ml suspenze zoospor. Hustota zoospor byla stanovena mikroskopicky
pocCitanim v Biirkerové  komtirce.  Pfipravené  inokulum mélo  hustotu
31250 zoospor/1 ml. Rostliny byly inokulovany metodou infiltrace injekéni stiikackou
bez pouziti jehly. U lichozpeteného listu (5.—6. pravy list rostliny) byly vybrany tfi listy
(Obr. 8 (a)), do jejichz pravé poloviny abaxidlni strany bylo po opatrném naruSeni
plastovou S$pickou vtlateno zhrubal5 pl suspenze patogenu obsahujici piiblizné

500 zoospor (Obr. 8 (b)).

221 -



(a) (b)

Obr. 8 Inokulace rostlinného materialu metodou jednobodové infiltrace do pravé poloviny listd.
(a) Lichozpeteny list S. lycopersicum cv. Amateur s vyzna¢enymi misty aplikace patogenu.
(b) Ukazka aplikace patogenu do abaxialni strany listu po mechanickém naruseni pokozky.

Odbéry infikovanych i kontrolnich rostlin byly provedeny v ¢asech 0, 24, 48, 72 a 96
hodin po inokulaci (hpi). Rovnéz byly paralelné odebrany vzorky listi po naruseni
abaxialni strany jako kontrola mechanického poskozeni. VSechny vzorky byly ihned
po odbéru zamrazeny v tekutém dusiku, poté byly homogenizovany v tieci misce
na jemny prasek a uchovany v 15ml zkumavkach ve tmé pii -80°C. Pro jednotlivé
analyzy bylo odebrano pfislusné mnozstvi homogenizovaného materialu. Celkem byly

ziskany tfi nezavislé série vzorkd.

3.3 Experimentalni metody
3.3.1 Biotin-switch

Pro studium S-nitrosylovanych proteinti byla pouzita metoda dle publikace Jaffrey

et al., 2001 a bylo provedeno nékolik modifikaci pro nas rostlinny material.

Byl odebran 1 g rostlinného materialu homogenizovaného v tekutém dusiku. Poté byl
ke vzorkim pfidan extrakéni pufr vpoméru 1:2 (tj. na 1 g rostlinného materidlu
2 ml pufru). V tomto kroku byla provedena optimalizace vybéru extrak¢niho pufru tak,
aby byl zajistén maximalni vytézek S-nitrosylovanych proteint jiz pfi jejich extrakci.
Byly vyzkouseny celkem 3 pufry: HENT, HEND, TEGN (jejich slozeni uvedeno nize).
Vzorky byly promichany a inkubovany na ledu ve tm¢ po dobu 20 minut. Nasledovala
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centrifugace extraktu po dobu 30 minut pii 14000x g a 4°C. Supernatant byl pienesen
do novych mikrozkumavek a opét uchovan na ledu ve tmé. Koncentrace proteina
ve vzorku byla stanovena metodou Bradfordové (viz. Podkapitola 3.3.5). Objem vzorku
obsahujici 1 mg proteinu byl pfenesen do nové mikrozkumavky a byly pfidany

ptislusné objemy ¢inidel pro metodu BST.

Na Obr. 9 je piehledné uveden postup pro piipravu a znaceni vzorku. Pied samotnym
znacenim bylo nutné vzorky slouZici jako pozitivni kontroly inkubovat s donory NO ve
tmé pti laboratorni teploté. Byl pouzit 250 pmol-I"!
S-nitrosoglutathion (GSNO) a nitroprussid sodny (SNP). Taktéz reduk¢ni cinidlo
glutathion (GSH) bylo se vzorky inkubovano v koncentraci 250 pmol-1". K blokaci
volnych SH- skupin bylo pouZzito methylaéni ¢inidlo S-methylmethanthiosulfonat
(MMTS) ve finalni koncentraci 0,02 mmol-I". Jako negativni kontrola pro blokaci
slouzil vzorek bez ptidavku MMTS, pouze s odpovidajicim objemem rozpoustédla
DMEF. Pro zefektivnéni tohoto kroku byl rovnéZz piidan dodecylsiran sodny (2%)
a vzorky byly zahtaty 30 minut pfi 50°C ve tm&. Po inkubaci byl nadbytek MMTS
odstranén precipitaci proteint (Ctyinasobek objemu vzorku) v 80% ledove vychlazeném
acetonu po dobu 30 minut v -20°C. Pro precipitaci proteinti byla vyzkouSena rovnéz
trichloroctovd  kyselina v 10%  findlni koncentraci (TCA) nebo  smés
chloroform/methanol v poméru 1:3:4:1 (objem vzorku, vody, methanolu
a chloroformu). Po precipitaci proteinii ndsledovala centrifugace po dobu 30 minut pti
14000x g a 4°C. Poté byl sediment promyt 1 ml acetonu ¢i TCA nebo smési
voda/methanol/chloroform. Vzorky byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 14000x g
a 4°C. Poté bylo k sedimentu ptfidano 100 pl HENS pufru. Nasledovalo ptidéani
askorbatu do finalni koncentrace 1 mmol-I" a ihned byl ptidan biotin-HPDP ve finalni
koncentraci 4 mmol-I". Vzorky byly opatrnd promichiny a inkubovany 1 h pii
laboratorni teploté ve tmé. V piipad¢é kontrolnich vzorkil pro biotinylaci byl namisto
biotinu-HPDP piidan odpovidajici objem DMF a pro negativni kontrolu bylo ptidano
redukéni &inidlo 100 mmol-1" DTT narusujici vazbu protein-biotin-HPDP. Na zavér byl
ke vzorkim pfidan 1 ml ledové vychlazeného acetonu, TCA nebo smési

voda/methanol/chloroform a nasledovala precipitace vzorkl pies noc pii -20°C.

Druhy den byly vzorky centrifugovany po dobu 30 minut pii 14000x g a 4°C. Poté
byl sediment promyt 1 ml ledové vychlazeného acetonu acetonu, TCA nebo smési

voda/methanol/chloroform a rozpustén v pfisluSném objemu HENS pufru tak, aby
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findlni koncentrace proteint byla 2,5 ug-pl”. Ttetina vzorku proteinu byla pouZita pro

imunochemickou detekci a dvé tietiny pro afinitni purifikaci.

SH S —SCH;, S —SCH,4 S —SCH, Detekce pomoci
SNO SNO SH S — S— biotin anti-biotin protilatky
§ — s —> s .25 —_—> nebo

| ™ I @) | (3) I ) purifikace na

S S S S neutravidinové matrici

Obr. 9 Schéma znaceni proteinu metodou biotin-switch. V ptipadé pouziti SNP/GSNO jako
donoru NO nebo GSH jako negativni kontroly je pied ptipravou vzorku nutna inkubace
30 min ve tmé pii 25°C. (1) Volnd thiolova residua jsou blokovana pomoci MMTS,
(2) transnitrosa¢ni reakce modifikovanych residui Cys-NO pomoci askorbatu, (3) znaceni
zredukovanych Cys residui thiol-specifickym biotinem-HPDP. (4) Proteiny jsou separovany
SDS-PAGE za neredukujicich podminek, nasleduje transfer na membranu a imunochemicka
detekce anti-biotin protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatasou. Znacené proteiny je dale
mozné purifikovat na neutravidinové matrici.

Pouzité roztoky:

* HENT puft: 25 mmol-1”! HEPES, pH 7,7; 1 mmol-1! EDTA; 0,1 mmol-1" neocuproin;
1% Triton X-100.

* HENS puft: 25 mmol-1”! HEPES, pH 7,7; 1 mmol-1! EDTA; 0,1 mmol- 1! neocuproin;
1% SDS.

« HEND pufr: 25 mmol-I" HEPES, pH 7,7; 50 mmol-I" EDTA; 0,2 mmol-I"
neocuproin; 20 mmol- 1" DTPA.
* TEGN pufr: 500 mmol-1"! Tris-HCIL, pH 8; 0, 5 mmol 1! EDTA; 15% glycerol;

0,1 mmol-1" neocuproin.

3.3.1.1 Detekce S-nitrosylovanych proteinii pomoci anti-biotin protilatky

Proteiny byly separovany metodou SDS-PAGE v 10% dé&licim polyakrylamidovém
gelu, pH 8,8 a v 4% zaosttovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8 (Laemmli, 1970).
Déleni v zaostfovacim gelu probihalo pii konstantnim napéti 120 V, pro separaci

v délicim gelu bylo napéti zvySeno na 180 V.
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Ptiprava vzorkli pro SDS-PAGE: Vzorek proteinu byl smichan vpoméru 1:1

s Laemmliho vzorkovacim pufrem za neredukujicich podminek bez obsahu DTT
& B-merkaptoethanolu (0,125 mol-I" Tris-HCl pH 6.8; 4% SDS; 20% glycerol;
0,2% bromfenolovd modf). Inkubace vzorku v termobloku nebyla rovnéz provedena
vzhledem k labilit€¢ vazby proteinu s biotinem-HPDP. Poté byly pifipravené vzorky
naneseny do jamek v objemu tak, aby obsazené mnozstvi proteinu bylo ve vSech
jamkach 100 pg. Na kazdy gel byl rovnéz nanesen standard molekulové hmotnosti
(Precision Plus Protein Dual Xtra Standards) v objemu 5 pl. Jeho vyhodou je moznost

sledovani separace v gelu diky barevnému znaceni jednotlivych separovanych bandi.

Pouzité roztoky:

« Elektrodovy puft: 0,025 mol-I" Tris-HCI; 0,192 mol-I" glycin; 0,1% SDS, pH 8,3.

* V Tab. 2 je uveden rozpis roztoki na piipravu 2 gela pro skla s mezerniky 1,5 mm.

Tab. 2 Priprava polyakrylamidovych gelt.

Gel (%) Deionizovana Akrylamid/Bis Pufr* 10% (w/v) TEMED 10% (w/v)

voda (T 30%, (ml) SDS (ml) APS T
(ml) C 2,67%) (ml) (ml) (ml)
4% 6,1 1,3 2,5 0,1 0,02 0,2
(zaostiovaci)
10% 8,2 6,6 5 0,2 0,02 0,2
(delici)

* Pro zaostiovaci gel byl pouzit jako 1,5 mol.l”" Tris-HCI pH 8,8. Pro délici gel byl pouzit
0,5 mol.I"" Tris-HCI pH 6,38.

+ Polymerace zahajena ptidavkem 10% APS.

Separované proteiny metodou SDS-PAGE byly pfeneseny zgelu na povrch
nitrocelulosové membrany pomoci zafizeni pro rychly transfer proteinti Trans-Blot
Turbo (Bio-Rad) s nastavenim: 25 V; 2,5 A; doba transferu 10 minut. Veskery pouZity
materidl (papiry, membrana, gel) bylo nutné pfed pienosem inkubovat v blotovacim
pufru po dobu 10 minut. Na spodni ¢ast kazety (anodu) byl poloZen blotovaci papir, na
n¢j membrana, poté gel a na n¢j druhy blotovaci papir. Pomoci valecku byly odstranény
vzduchové bubliny a byla vloZena horni ¢ast kazety (katoda). Zaporn€ nabité proteiny

obalené¢ SDS jsou pomoci elektrického proudu pieneseny z gelu smérem dol, tj. na
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povrch membrany. Po ukonceni pfenosu byly zkazety vyjmuty membrana 1 gel.
Uspé&snost transferu byla ovéfena dvéma zpasoby. Prvnim bylo vizualni sledovani
pfenosu barevného markeru molekulové hmotnosti. Druhym bylo barveni pomoci
Ponceau S, coz je vodou smyvatelné diazobarvivo vyuzivané pro reverzibilni barveni

proteini na membrang.

Prvnim  krokem  imunochemické  detekce  S-nitrosylovanych  proteini
(resp. biotinylovanych) na membrané je tzv. blokace membrany, aby se na povrch
membrany nenavazaly nasledné pfidané molekuly imunoglobulinfi. Blokovani téchto
nespecifickych mist bylo provedeno po dobu 2 h pomoci 1% roztoku suSen¢ho ml¢ka
obsahujiciho 1% BSA v TBS pufru obsahujiciho Tween 20 (0,05%, TBST) jako
detergent. Po blokovani byla membrana pfenesena do roztoku primarni monoklonalni
anti-biotin protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou (1:10000) v 1% roztoku
suSen¢ho mléka v TBS pufru. Inkubace s primarni protilatkou probihala za mirného
michani pies noc pii 4 °C. Po promyti roztokem TBST (3x 50 ml) byla membrana
pfenesena do barviciho roztoku chromogenniho substratu NBT-BCIP. Na membranu
byly naneseny 3 ml komeréniho roztoku NBT-BCIP a nasledovala inkubace
po dobu 5 minut do vyvinuti tmavé fialového zbarveni detekovanych bandl. Reakce
byla zastavena pifidavkem destilované vody, membrana byla vysuSena a vyfocena
v dokumenta¢nim systému Gel-Doc (Bio-Rad). Detekované bandy denzitometricky

vyhodnoceny pomoci softwaru VisionWorks®LS Analysis.

Pouzité roztoky a protilatky:

« Blotovaci pufi: 0,025 mol-I" Tris-HCI; 0,192 mol-1" glycin, 20% methanol, pH 8,3.
* Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 10% kyselina octova.

« Puft pro imunodetekci (TBS): 20 mmol-I" Tris-HCI, 500 mmol-1" chlorid sodny,
pH 7.5.

* Primarni protilatka: primarni monoklonalni mysi anti-biotin protilatka konjugovana

s alkalickou fosfatasou (1:1000 v 1% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS).
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3.3.1.2 Afinitni purifikace biotinylovanych proteintu

Pro afinitni purifikaci bylo pouzito 250 pg znacenych proteint. Nejprve byl ptislusny
objem neutravidinové matrice (v zavislosti na vychozim mnoZstvi proteind, doporucuje
se 35 ul matrice na 250 pg znacenych proteini) promyt 2x 100 pl neutraliza¢niho pufru.
V tomto kroku je dilezité, aby kazdy vzorek byl nandSen na stejné mnoZstvi matrice.
Poté nésledovala centrifugace pfi 200x g a supernatant byl odstranén. Matrice byla
ekvilibrovana 100 pl neutraliza¢niho pufru a nésledovala inkubace po dobu 30 min
na orbitdlni michacce. Poté nésledovala centrifugace pifi 200x g a supernatant byl
odstranén a k matrici bylo pfiddno 100 pl neutraliza¢niho pufru spoleéné se vzorky.
Vzorky byly s matrici inkubovany po dobu 1 h za laboratorni teploty ve tm¢ na orbitélni
michacce. Po 1 min centrifugace pti 200x g byl odstranén supernatant. Matrice byla
promyta 350 pl promyvaciho pufru celkem 4x. Nakonec bylo k matrici ptidano 150 pl
promyvaciho pufru a byla prenesena do prazdnych a uzavienych kolonek. Eluce
navazanych proteinti byla provedena ptidavkem 100 pl elu¢niho pufru obsahujicim
100 mmol-I" B-merkaptoethanolu. Pfed samotnou eluci byl pufr zahiat po dobu 5 min
na 95°C. Purifikované proteiny byly precipitovany pies noc v acetonu pii-20°C. Druhy
den byly vzorky centrifugovany 30 min pii 14000x g, sediment byl promyt 1 ml
vychlazeného acetonu a opét centrifugovan 15 min pii 14000x g. Sediment byl

rozpustén v 20 ul HENS pufru.

Po afinitni purifikaci byly proteiny elektroforeticky separovany za denaturujicich
podminek v komercnich gelech Bolt ®Bis-Tris Plus (4-12%) dle protokolu dodaného
vyrobcem Novex. Ke vzorkiim v 20 ul HENS pufru bylo ptfiddano 6,7 pl vzorkovaciho
pufru Bolt LDS (4x) a 2,7 pl redukéniho ¢inidla Bolt (10x). Po promichani byl vzorek
zahtat po dobu 10 min pii 70°C. Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit Novex
Sharp Pre-stained Protein Standard v objemu 5 pl. Elektroforéza probihala 45 min pfi
konstantnim napéti 165 v prostiedi 1x Bolt MES pufru. Po separaci proteini byl gel
barven stiibrem (Tab. 3), poté vyfocen a vyhodnocen v dokumentacnim systému Gel-

Doc (Bio-Rad) .

-7 -



Pouzité roztoky:

* Neutraliza¢ni pufr: 20 mmol-1! HEPES-NaOH, pH 7,7; 100 mmol-1" chlorid sodny;
1 mmol-I" EDTA; 0,5% (v/v) Triton X-100.

* Promyvaci pufr: 20 mmol- 1" HEPES-NaOH, pH 7,7; 600 mmol-I" chlorid sodny;
1 mmol-I" EDTA; 0,5% (v/v) Triton X-100.

* Elu¢ni pufr: 20 mmol- 1" HEPES-NaOH, pH 7,7; 100 mmol-1" chlorid sodny;

1 mmol-I" EDTA; 100 mmol-I"" B-merkaptoethanol.

Tab. 3 Barveni gel stfibrem.

Krok Cas SloZeni roztoki
1. Fixace 2x 15 min 50% MeOH
12% octova kyselina
0,05% formaldehyd
2. Promyti 3x 10 min 50% EtOH
3. Ustalovac 1 min 0,2 g/1 thiosiran sodny
4. Promyti 1 min Destilovana voda
5. Barveni* 20 min 2 g/l dusi¢nan stfibrny
0,075% formaldehyd
6. Promyti 1 min Destilovana voda
7. Vyvojka AZ do vyvinuti zbarveni 60 g/I uhli¢itan sodny

(ptiblizné 2 min)

5 mg/1 thiosiran sodny

0,05% formaldehyd

8. Zastaveni barveni 10 min 50% MeOH

12% octova kyselina
9. Skladovaci roztok 20 min 20% EtOH

2% glycerin
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3.3.2 Stanoveni aktivity GSNOR

Aktivita byla méfena spektrofotometricky pfi 340 nm 96 jamkovych mikrotitra¢nich
desti¢kach po dobu 10 minut. Do jamek bylo naneseno 200 ul 20 mmol 1" Tris-HCI
pufru (pH 8) a 40 pl vzorku. Poté bylo piiddno 30 pl Cerstvé piipraveného
2 mmol-I' roztoku NADH. Reakce byla odstartovana piidavkem 30 pl Gerstvé
ptipraveného 4 mmol-I" roztoku GSNO a ihned byla méfena absorbance v daném
casovém intervalu pti 340 nm. Pouze do slepého vzorku bylo namisto GSNO pouzito

30 pl deionizované vody.

Ptiprava vzorku: Do 1 g dusikem homogenizované rostlinné hmoty byly ptidany

2 ml extrakéniho pufru (50 mmol-I" Tris-HCI, pH 7,5; 1 mmol-1" PMSF; 0,2% (v/v)

Triton X-100). Poté byl extrakt ponechdn 20 minut na misce s ledem. Homogenat byl
centrifugovan 30 minut pii 16 000 g a pii teploté 4°C. Pro precisténi supernatantu byla
pouzita kolonka NAP-10. Ta byla nejprve ekvilibrovana 15 ml 10 mmol-I"
Na-fosfatovym pufrem (pH 6,8). Na kolonku se poté nanesl 1 ml supernatantu a po
vsaknuti se pridaly 2 ml 50 mmol-1" K-fosfatového pufru (pH 7,8). Poté bylo
zachycovano 1,5 ml eludtu do mikrozkumavky. Kolonka byla promyta

25 ml deionizované vody.

Ptiprava GSNO dle Moore & Mani, 2002: Ve 3 ml 0,5 M HCI bylo rozpusténo
614 mg glutathionu (0,66 mol-1"). Sm&s byla umisténa do ledové l4znd a za stalého
michani bylo ptiddno 138 mg NaNO, (0,66 mol-I"). Po 40 minutach byla pomoci
Biichnerovy nalevky odsata vznikla Cervend srazenina. Srazenina byla promyta
20 ml ledové vychlazené¢ deionizované vody, 20 ml vychlazeného acetonu, poté
20 ml vychlazeného diethyletheru. Promyt4 srazenina byla ulozena do alobalu a ptes

noc byla ponechdna v exikatoru. Poté byla zamrazena a uchovana pti -20 °C.

3.3.3 Stanoveni obsahu S-nitrosothiola

S-nitrosothioly se stanovuji Savillovou metodou, ktera je zalozena na uvolfiovani NO"
katalyzovaného Hg*" soli. Vznikla sloudenina tvoii v kyselém prostiedi reakci se

sulfanilamidem diazoniovou sul. Tato slouc¢enina kopuluje
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s N-(1-naftyletylen)diaminem (NED) a vznika azobarvivo, které je mozné detekovat
spektrofotometricky pii 540 nm (Saville, 1958).

Stanoveni bylo provadéno v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach. Do jamek
bylo naneseno 195 pl ¢inidla Griess B v ptipad€ blanku bylo namisto Griess B pouzito
¢inidlo Griess A. Poté bylo ptiddno 5 pl precisténého rostlinného extraktu na kolonkach
NAP-10, v ptipadé€ slepého vzorku 5 pl deionizované vody. Po 5 minutdch inkubace
bylo naneseno 100 pl ¢inidla NED. Po dalSich 5 minutdch byla méfena absorbance
pti 540 nm.

Koncentrace S-nitrosothiolli byla odeftena z rovnice linedrni regrese, ktera byla
sestavena z méfeni kalibra¢nich standarda GSNO. Byly pouzity 0,5; 1; 1,25; 2,5; 5; 10;
50; 100; 200 a 250 pmol.1" roztoky GSNO v 0,5 mol- I HCL

Pouzité roztoky:

« Griess A: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol.I"" HCL.
* Griess B: 3,5% sulfanilamid v 0,5 mol.I" HCla 1% HgCl,.
* NED: 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin v deionizované vode¢.

3.3.4 Detekce GSNOR metodou Western blot

Proteiny byly nejprve separovany metodou denaturujici SDS-PAGE v 10% d¢licim
polyakrylamidovém gelu, pH 8,8 a v 4% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu, pH 6,8
(Laemmli, 1970). Dé€leni v zaostfovacim gelu probihalo pti konstantnim napéti 120 V,

pro separaci v délicim gelu bylo napéti zvySeno na 180 V.

Ptiprava vzorkii pro SDS-PAGE: Vzorek proteinu byl smichian v poméru 1:1

s Laemmliho vzorkovacim pufrem (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol;

0,2% bromfenolovd modt; 5% merkaptoethanol), poté 5 minut inkubovéan v termobloku
pii teploté 100°C. Po ochlazeni byly ptipravené vzorky naneseny do jamek v objemu
tak, aby obsazené mnoZstvi proteinu bylo ve vSech jamkach stejné. Na kazdy gel byl
rovnéZ nanesen standard molekulové hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Xtra

Standards, Bio-Rad, USA) v objemu 5 pl bez inkubace pi1 teploté 100°C.

Separované proteiny metodou SDS-PAGE (viz. Podkapitola 3.3.1.1) byly pfeneseny
z gelu na povrch nitrocelulosové membrany pomoci zatfizeni pro rychly transfer

proteinii Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) jak je uvedeno vyse v podkapitole 3.3.1.1. Prvnim
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krokem imunochemické detekce proteinu GSNOR na membrané bylo blokovani
nespecifickych mist v 5% roztoku suSen¢ho mléka v TTBS pufru po dobu 2 h. Po
blokovani byla membrana pifenesena do roztoku primarni polyklondlni anti-GSNOR
protilatky (1:1000) v 1% roztoku suSeného mléka v TBS pufru. Inkubace s primarni
protilatkou probihala za mirného michani ptes noc pti 4 °C. Po promyti roztokem TBST
(3x 50 ml) byla membrana pienesena do roztoku sekundédrni protilatky (1:10000)
znacené alkalickou kienovou peroxidasou (HRP) v 1% roztoku suSeného mléka v TBS
pufru. Nasledovalo promyti roztokem TBST (3x 50 ml) a poté vizualizace
chemiluminiscence. Na membranu byl nanesen 1 ml komeréniho roztoku luminolu a
nasledovala inkubace po dobu 5 minut, poté byla membrana vloZena na skener Li-COR
C-DiGit Blot. Skenovani membrény probihalo 5 min, poté byly detekované bandy

denzitometricky vyhodnoceny pomoci softwaru VisionWorks®LS Analysis.

Pouzité protilatky:

* Primarni protilatka: krali¢i primarni polyklondlni protilatka anti-SIGSNOR (1:1000

v 1% nizkotu¢ném suseném mléku v TTBS, Kubienova et al., 2013).

» Sekundérni protilatka: komeréni sekundarni anti-krali¢i protilatka (imunizace kozy)
IgG znaCend alkalickou peroxidasou (1:10000 v 1% nizkotuéném suSeném mléku

v TTBS).

3.3.5 Stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordové

Principem metody Bradfordové je vznik stabilniho komplexu proteinu s barvivem
Coomasie  Blue G-250 vkyselém prosttedii. Tento komplex mizeme
spektrofotometricky stanovovat pti 595 nm (Bradford, 1976).

Meéieni bylo provadéno na 96 jamkovych mikrotitra¢nich destickach. Do jamek bylo
naneseno 45 pl deionizované vody a 5 pul vzorku. Pro slepy vzorek pouzijeme namisto
vzorku 5 pl vody. Poté bylo pfidano 200 ul &inidla Bradfordové (0,5 mg-ml™" Coomasie
Brilliant Blue G250; 0,25 mol-1" methanol; 0,5 mol-I"' 85% kyselina fosfore¢na). Po
5 min byla méfena absorbance pi1 595 nm. Koncentrace proteini byla stanovena
pomoci rovnice linearni regrese, kterd byla sestavena z méfeni kalibrac¢nich standardii
BSA. Koncentrace standardii byla 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 a 1,4 mg.ml'l.
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4 Vysledky a diskuze

4.1  Vizualni hodnoceni symptomii po inokulaci P. infestans

Hemibiotrofni patogen P. infestans byl infiltrovan v jednom bod¢ do pravé poloviny
listu ptislusného genotypu Solanum spp.. Hodnoceni symptomi probihalo v ¢asovém
useku 0-96 hodin po inokulaci (hpi). Z Obr. 10 je zfejmé, ze symptomy napadeni
vznikaly v misté infiltrace patogenu a jejich intenzita se ménila v celém ¢asovém useku,
coz je nejlépe vidét u S. lycopersicum cv. Amateur a S. chmielewskii. V ptipad¢ téchto

dvou genotypll Ize pozorovat postupny vyvoj nekrdzy pletiva listu od 24 hpi, kdy

A4

symptomli po napadeni patogenem, avSak 48 hpi byl zaznamenan nejintenzivngjsi

rozsah nekrézy, ktera se jiz dale nerozsitovala.

S. lycopersicum cv. Amateur S. chmielewskii S. habrochaites

0 hpi

24 hpi

48 hpi

72 hpi

96 hpi

Obr. 10 Prubéh patogenese P. infestans u S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii,
S. habrochaites v ¢asovém intervalu 0-24 hpi.
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4.2  Optimalizace podminek extrakce S-nitrosylovanych proteini

Na zaklad¢ publikace Lindermayr et al., 2005 byla provedena metoda biotin-switch pro

detekci S-nitrosylovanych proteinti v listech tii genotypt Solanum spp..

Proteiny byly extrahovany v HENT pufru a po dobu 30 min inkubovany s donory
NO. GSNO slouzi jako nejvyznamnégj$i donor NO in vivo, jako druhy donor byl pouzit
nitroprussid sodny (SNP). Oba byly pouzity v koncentraci 250 uM. Pro negativni
kontrolu slouzila inkubace s 250 uM GSH, coz je redukcni Cinidlo, které zamezuje
navazani biotinu-HPDP na thiolovou skupinu proteinu. Po separaci znacenych proteina
byla provedena imunodetekce s vyuZitim anti-biotin protilatky. Byly detekovany
S-nitrosylované proteiny, nicméné detekovany signal byl pomérné slaby (Obr. 11 (a)).
Mirné zvySena intenzita byla pozorovana po aplikaci obou donort NO, avSak slaby
signal byl zaznamendn také v ptipadé¢ 250 uM GSH, coz mohlo byt zptsobeno jeho
nizkou koncentraci (Obr. 11 (a)). MozZnou pfi¢inou nizkého signdlu mohla byt
pritomnost interferujicich latek napt. méd’natych iontl ¢i askorbatu v extraktu, coz bylo
popsano v publikaci Dicks & Wiliams, 1996. Bylo tedy nutné vyzkouSet fadu
optimalizaci metody. Autofi zabyvajici se proteomickou studii S-nitrosylovanych
proteind v listech a hlizach bramboru Solanum tuberosum (Kato et al., 2013) se potykali
se stejnym problémem. Pro extrakci proteinl byly rovnéZ vyzkouSeny pufry obsahujici
rtizné koncentrace chelatacnich ¢inidel, a to: HEND pufr obsahujici 20 mmol-I' DTPA
a 50 mmol-I" EDTA, a také TEGN pufr s 5 mmol-I" EDTA. Po imunodetekci bylo
evidentni, Ze slozeni extrakéniho pufru méa vyznamny vliv pro odstranéni rusivych latek
z extraktu pfed samotnym provedenim metody biotin-switch. Nejvyssi signal byl
detekovan po extrakci v TEGN pufru, coZ souhlasi s vysledky publikovanymi pro
detekci S-nitrosylovanych proteinti v listech bramboru (Kato ef al., 2013) (Obr. 11 (c)).
Nejvyssi intenzita byla detekovana u bandu, ktery odpovidal molekulové hmotnosti
55 kDa a jedna se pravdépodobné o velkou podjednotku enzymu Rubisco, nejhojnéji
zastoupeny protein v listech rostlin. Rada studii potvrzuje, Ze velkd podjednotka
enzymu Rubisco podléhd S-nitrosylaci (Lindermayr et al., 2005; Abat et al., 2008;
Fares et al., 2011; Kato et al., 2013) Abat et al., 2009 studovali u Brassica juncea
rozdily v S-nitrosoproteomu pii pisobeni chladového stresu a zjistili, Ze S-nitrosylace

Rubisco vede ke ztraté jeho karboxylasové aktivity.
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Obr. 11 Optimalizace podminek extrakce S-nitrosylovanych proteinti v listech 8 tydenniho
rajete S. [lycopersicum cv. Amateur. Extrakce proteini v pufru (a) HENT, (b) HEND,
(c) TEGN. 1 mg proteini vzorku inkubovan s donory NO: 250 pmol-1" GSNO a SNP,
redukénim ¢&inidlem 250 pmol 1! GSH. Nasledovalo znageni metodou biotin switch (blokovéani
20 mmol-I" MMTS, redukce 1 mmol-1" k. askorbova, znaGeni 1 mmol-I" biotin-HPDP).
Precipitace proteinti byla provedena 80% acetonem/10% TCA/smési chloroform-methanol-voda
1:4:3. Proteiny byly separovany SDS-PAGE za neredukujicich podminek, pfeneseny na
nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo naneseno 100 ug celkovych proteinti. Pro kontrolu
spravného nanaseni slouzilo barveni membrany pomoci Ponceau S (vyiez pro protein
o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).
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Na zakladé¢ ziskanych vysledka byly pro dalsi analyzy proteiny extrahovany v TEGN
pufru a pro znaceni metodou biotin-switch byl pouzit 1 mg proteinii jako vychozi
mnozstvi vzorku. Pro precipitaci proteint, ktera nasledovala po krocich blokace volnych
thiol a znaceni biotinem-HPDP, byl pouzit 80% aceton, 10% TCA a smés chloroform-
methanol-voda v poméru 1:4:3. Nejlepsi vysledky byly dosazeny po extrakci vzorku
v TEGN pufru a precipitaci v 80% acetonu 1 10% TCA. Avsak dale byl pouzit 80%
aceton, a to vzhledem k obtiznému rozpousténi sedimentu v TEGN pufru po odstranéni

10% TCA, coz potvrdili v préaci Kato et al., 2013 pti ptipraveé vzorka z listi bramboru.

4.3  Optimalizace metody biotin-switch

Lindermayr et al., 2005 ve své zavedené metodice BST pro listy Arabidopsis popisuji
pro efektivni blokaci volnych cysteind 20 mmol-l" MMTS v kombinaci
s 2% SDS a inkubaci 30 min pti 50°C. Je zndmo, Ze maleimidy jsou vynikajici ¢inidla
pro thiol-selektivni modifikace, kvantifikaci a analyzu. Pfi této reakci dochazi
k nukleofilni adici thiolu na dvojnou vazbu maleimidu, ¢imz vznika thioether.
Optimalni pH této reakce je vrozmezi 6,5-7,5 (Kowaltowski et al., 1997). Ve studii
zabyvajici se detekci S-nitrosylovanych proteini v listech topolu vystavenych
piisobenim ozonu (Vanzo ef al., 2014) piidali 30 mmol-I" NEM ptimo do extrakéniho
pufru, aby doslo k maximalng efektivni blokaci volnych cysteinovych residui, ktera je
dale zvySena inkubaci po dobu 30 min pii 37°C. Ob¢€ tyto moznosti blokace volnych
thiold byly vyzkouSeny a na zdkladé vysledkl 1ze usoudit, Ze maji stejnou Uc€innost.
Nekteré publikace (Huang & Chen, 2006; Forrester et al., 2009) uvadéji, ze redukce
pomoci askorbatu mize vést k experimentalnim artefakttim, jejichz pfi¢inou mize byt
redukce disulfidovych vazeb nebo jiné¢ oxida¢ni modifikace. Rovnéz vyssi koncentrace
askorbatu ¢i delsi inkubace vede k detekci faleSné-pozitivniho signalu. Na zékladé
téchto poznatkti bylo v praci Kallakunta ef al., 2009 popsano pouziti sinapové kyseliny
jako redukéniho Cinidla s vyS$i specificitou. Kyselina sinapovd byla pouzita
v 3 mmol-1" finalni koncentraci, ktera byla pouZita ve studii Vanzo ef al., 2014. Ihned
po jejim ptidavku byl ptidan 1 mmol-I" biotin-HPDP a nasledovala inkubace pii 25°C
ve tmé. Kyselina askorbova byla pouzita v 1 mmol-1" koncentraci, podminky inkubace

byly stejné jako v ptipad€ sinapové kyseliny. Z naSich vysledkii je zieyjmé, Ze pro
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redukci NO- modifikovanych cysteini je vhodné pouziti jak kyseliny sinapove,

tak 1 askorbové, ktera byla pouzita v dalSich experimentech (Obr. 12).

(-) MMTS (-) NEM (+) MMTS  (+) NEM

wa AB SB AB SB AB SB AB SB
250- Bl : G
150-

100-

75-

50-

37-

25-
20-

Obr. 12 Optimalizace detekce S-nitrosylovanych proteinti v listech 8 tydenniho rajCete
S. lycopersicum cv. Amateur — vybér ¢inidla pro blokovani volnych thiold a redukci
modifikovanych cysteinovych residui. Pro blokovani volnych cysteinovych residui bylo pouzito
20 mmol-1"MMTS nebo 30 mmol-1" NEM. Vlevo je uvedena detekce negativni kontroly, kdy
volna cysteinova residua v proteinech pied redukci a znacenim nebyla blokovana, u vzorki
vpravo bylo blokovani provedeno. Vpravo jsou porovnany vzorky, u nichZ byla provedena
redukce NO-modifikovanych cysteinovych residui k. askorbovou (A, 1 mmol-1") nebo
k. sinapovou (S, 3 mmol-I""), znageni biotinem-HPDP (B, 1 mmol-1"). Separace SDS-PAGE za
neredukujicich podminek, pfenos proteinit na nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo
naneseno 100 ug celkovych proteini. Pro kontrolu spravného nanaSeni slouzilo barveni
membrany pomoci Ponceau S (vyiez pro protein o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).

Pti provadéni metody biotin-switch by nemély byt opomenuty piislusné kontroly
klicovych krokt. Prvni kontrolou je vynechani bloka¢niho ¢inidla MMTS ¢i NEM pted
samotnym znaCenim, coz vede k biotinylaci cysteinovych residui fady proteini
a projevi se po imunodetekci silnym signdlem na membrané (Obr. 12 vlevo, Obr.13).
Druhou kontrolou je inkubace vzorku bez askorbatu, kdy se ke vzorku ptida ptislusny
objem vody. Treti kontrolou je inkubace vzorku bez biotinu-HPDP s ptidavkem
odpovidajiciho objemu dimethylformamidu. Pro kontrolu endogenni biotinylace se
pouzivda po samotné biotinylaci ptidavek silného redukéniho Ccinidla, zpravidla
100 mmol-I" DTT, které zaruéi rozpad vazby proteinu s biotinem-HPDP a neni

detekovan zadny signdl (Lindermayr et al., 2005). Jako kontrolu lze také vyuzit RSNO
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fotolyzy pomoci inkubace vzorku na UV transiluminatoru, jelikoZ je znamo, Ze RSNO
se na svétle rychle rozkladaji (Forrester et al, 2009). VSechny kontrolni kroky
potvrzuji, ze metoda biotin-switch je specificka pro detekci S-nitrosylovanych proteint

(Obr. 13).

Kontrola

A B AB UV MMTS
(0 ¢ (#HDTT )

50-

37-

25-
20-

Obr. 13 Kontrolni experiment pro metodu biotin-switch provedeny u vzorku listd 8 tydenniho
rajcete S. lycopersicum cv. Amateur. Inkubace vzorku bez askorbatu A (-), bez biotinu B (-),
piidavek 100 mmol-1" DTT po biotinylaci vzorku (A, B, + DTT) pro redukci vazby thiolu
s biotinem, vzorek po UV fotolyze RSNO pied znacenim, vynechani ¢inidla MMTS (-) pro
blokaci volnych thioli pfed samotnym znacenim. Separace SDS-PAGE za neredukujicich
podminek, pfenos proteinti na nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo naneseno 100 ug
celkovych proteinti. Pro kontrolu spravného nanaseni slouzilo barveni membrany pomoci

Ponceau S (vytez pro protein o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).

4.4  Detekce a purifikace S-nitrosylovanych proteinii v pribéhu patogeneze
P. infestans

S vyuzitim optimalizované metody biotin-switch byly analyzovany vzorky tti genotypt
Solanum spp. infikované patogenem P. infestans v Casech 0, 24, 48, 72 a 96 hodin po
inokulaci (hpi).
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U vSech genotypti doSlo po infekci k nartastu hladiny proteinovych RSNO jiz
od 24 hpi, pficemz nejvyssi hladina byla pozorovana 72 hpi (Obr. 14, 15, 16). Data
koreluji s hypotézou, ze v buiikach u nichz probih4d obranna reakce uspésné, dochazi
k nartstu RSNO vlivem zvySené produkce NO a buiiky jsou chranény pied Sifenim
infekce (Feechan et al., 2005; Rusterucci et al, 2007; Chaki et al., 2009).
Romero-Puertas et al., 2008 provedli proteomickou analyzu S-nitrosylovanych proteinti
u Arabidopsis infikované P. syringae pv. tomato (Pst) svyuzZitim metod
2D-elektroforézy a hmotnostni spektrometrie. Bylo identifikovano celkem 16 proteinti
s odliSnou S-nitrosylaci béhem hypersenzitivni reakce (HR). Pfechodnd S-nitrosylace
béhem HR byla identifikovana u serinové proteasy Clpl, vyznamného proteinu
degradace proteini thylakoidni membrany. Dale u allen-oxidcyklasy, ktera je
regulatorem biosyntetické drahy kyseliny jasmonové. Dalsi skupina zahrnuje redoxni
proteiny ¢i antioxidaéni enzymy, protoze je znamo, Ze pii HR dochdzi k akumulaci ROS
a RNS (Durner ef al., 1998). Germin-like protein ma funkci v bunééné odolnosti vici
stresu, zejména pii1 patogenezi. Monodehydroaskorbatreduktasa je soucasti glutathion-
askorbatového antioxida¢niho cyklu a nedavno bylo prokazano, ze jeji aktivita je
negativn€ ovlivnéna S-nitrosylaci (Kato et al. 2013). Peroxiredoxin IIE patfi do skupiny
thiol-specifickych enzymi, které se podili na detoxifikaci fady peroxidovych substrati.
Mezi ostatni identifikované proteiny patifi vyznamné metabolické enzymy, coz
naznacuje, ze NO je regulatorem fady metabolickych procest. Jedna se o glykolytické
enzymy fosfoglycerdtkinasu, triosafosfatisomerasu, GAPDH. RovnéZ byla popséana
S-nitrosylace fosforibulosakinasy, klicového enzymu pentosafosfitové drahy
produkujici redukéni ekvivalent NADPH ¢i ribosa-5-fosfat nezbytny pro syntézu
nukleotidd a nukleovych kyselin. Dale také S-nitrosylace mitochondridlni
NAD'-dependentni malatdehydrogenasy, enzymu malat-aspartatového  Glunku,
umoznuje ptrenos redukéniho ekvivalentu NADH z cytosolu do mitochondrii, kde se
snadno reoxiduje v dychacim fetézci. Velkd podjednotka enzymu Rubisco je rovnéz
S-nitrosylovana, coz bylo popséano jiz diive po aplikaci GSNO k suspenznim buiikdm
Arabidopsis (Lindermayr et al., 2005). Maldonado-Alconada et al., 2011 provedli
proteomickou studii u Arabidopsis napadené virulentnim Pst a také i1 avirulentnim Pst
avrRpt2. Bylo identifikovdno 127  S-nitrosylovanych proteini  zapojenych
v kompatibilni i nekompatibilni reakci. Rada byla jiz identifikovana v pfedchozich
studiich, avSak 63 9% predstavuje nové cile NO. Nejvyssi zastoupeni 41 %

predstavovaly metabolické proteiny, dale také 14 % proteiny s regula¢ni funkci ¢1 10 %
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proteiny zapojené v obranné reakci. Zajimavé cile S-nitrosylace byly nalezeny
u proteini zapojenych v metabolismu dusiku, siry, cyklu aktivovaného methylu

a biosyntéze mastnych kyselin.
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Obr. 14 Detekce S-nitrosylovanych  proteini v listech 8  tydenniho rajéete
S. lycopersicum cv. Amateur v pribéhu patogenese P. infestans v ¢asech 0-96 hpi.
(a) Imunochemicka detekce S-nitrosylovanych proteinti u kontrolnich a infikovanych listt
pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:10000). Blokovani volnych thiold pomoci
20 mmol-I'MMTS, S-nitrosylovana cysteinovd residua byla redukovana 1 mmol-1' k.
askorbovou a znalena biotinem-HPDP (1 mmol-1"). (b) Kontrolni experiment pro metodu
biotin-switch provedeny u vzorku kontroly 0 hpi. Inkubace vzorku bez askorbatu A (-), bez
biotinu B (-), ptidavek 100 mmol-I" DTT po biotinylaci vzorku (A, B, + DTT) pro redukci
vazby thiolu s biotinem, vzorek po UV fotolyze RSNO pfed znaCenim, vynechani ¢inidla
MMTS (-) pro blokaci volnych thiold pfed samotnym znacenim. Separace SDS-PAGE
za neredukujicich podminek, pfenos proteind na nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo
naneseno 100 pg celkovych proteind. Pro kontrolu spravného nandseni slouzilo barveni
membrany pomoci Ponceau S (vyfez pro protein o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).
(¢c) Denzitometrické vyhodnoceni hladiny S-nitrosylace proteinu o molekulové hmotnosti
55 kDa u kontrolnich a infikovanych listt v programu VisionWorks®LS Analysis.
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Obr. 15 Detekce S-nitrosylovanych  proteini v listech 8  tydenniho rajéete
S.  chmielewskii  vprubéhu  patogenese P.  infestans v ¢asech  0-96  hpi.
(a) Imunochemicka detekce S-nitrosylovanych proteinti u kontrolnich a infikovanych listd
pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:10000). Blokovani volnych thiold pomoci
20 mmol-I'MMTS, S-nitrosylovana cysteinovd residua byla redukovana 1 mmol-1" k.
askorbovou a znalena biotinem-HPDP (1 mmol-1"). (b) Kontrolni experiment pro metodu
biotin-switch provedeny u vzorku kontroly 0 hpi. Inkubace vzorku bez askorbatu A (-), bez
biotinu B (-), ptidavek 100 mmol-I" DTT po biotinylaci vzorku (A, B, + DTT) pro redukci
vazby thiolu s biotinem, vzorek po UV fotolyze RSNO pred znaCenim, vynechdni ¢inidla
MMTS (-) pro blokaci volnych thiold pfed samotnym znacenim. Separace SDS-PAGE
za neredukujicich podminek, pfenos proteind na nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo
naneseno 100 pg celkovych proteind. Pro kontrolu spravného nanaseni slouzilo barveni
membrany pomoci Ponceau S (vyfez pro protein o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).
(¢c) Denzitometrické vyhodnoceni hladiny S-nitrosylace proteinu o molekulové hmotnosti
55 kDa u kontrolnich a infikovanych listt v programu VisionWorks®LS Analysis.
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Obr. 16 Detekce S-nitrosylovanych  proteini  vlistech 8  tydenniho rajéete
S.  habrochaites v pribéhu  patogenese P.  infestans v casech  0-96  hpi.
(a) Imunochemicka detekce S-nitrosylovanych proteinti u kontrolnich a infikovanych listd
pomoci anti-biotin protilatky konjugované s AP (1:10000). Blokovani volnych thioli pomoci
20 mmol-I'MMTS, S-nitrosylovana cysteinovd residua byla redukovana 1 mmol-1" k.
askorbovou a znalena biotinem-HPDP (1 mmol-1"). (b) Kontrolni experiment pro metodu
biotin-switch provedeny u vzorku kontroly 0 hpi. Inkubace vzorku bez askorbatu A (-), bez
biotinu B (-), ptidavek 100 mmol-1" DTT po biotinylaci vzorku (A, B, + DTT) pro redukci
vazby thiolu s biotinem, vzorek po UV fotolyze RSNO pred znaCenim, vynechdni ¢inidla
MMTS (-) pro blokaci volnych thiold pfed samotnym znacenim. Separace SDS-PAGE
za neredukujicich podminek, pfenos proteind na nitrocelulosovou membranu. Do jamek bylo
naneseno 100 pg celkovych proteind. Pro kontrolu spravného nandseni slouzilo barveni
membrany pomoci Ponceau S (vyfez pro protein o molekulové hmotnosti 55 kDa (Rubisco)).
(¢) Denzitometrické vyhodnoceni hladiny S-nitrosylace proteinu o molekulové hmotnosti
55 kDa u kontrolnich a infikovanych listt v programu VisionWorks®LS Analysis.

Pro afinitni purifikaci S-nitrosylovanych proteini zna¢enych biotinem byly zvoleny

kontrolni a infikované vzorky vSech genotypi v c¢asech 48 a 72 h. Vizualizace
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purifikovanych proteinli pomoci barveni stiibrem prokazala, Ze nejvice proteinti bylo

obsazeno ve vzorku 72 hpi a snejvySsi intenzitou u genotypu S. lycopersicum

cv. Amateur (Obr. 17).

S. lycopersicum Amateur S. chmielewskii S. habrochaites
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Obr. 17 S-nitrosylované proteiny zna¢ené metodou biotin-switch po afinitni purifikaci.
250 ug proteintl bylo purifikovano pomoci neutravidinové matrice. Proteiny byly separovany
SDS-PAGE za redukujicich podminek a vizualizovany pomoci barveni stiibrem. Do jamek bylo
naneseno 20 pl z purifikované frakce proteind.

4.5  Stanoveni obsahu proteinovych S-nitrosothiolii a GSNOR aktivity

Enzym GSNOR ma klicovou funkci v regulaci GSNO uvnitt bunék a bylo rovnéz
prokazano, ze neptimo reguluje hladinu ostatnich RSNO a ovlivituje tak celkovy
metabolismus NO, resp. RNS v buitkich (Liu et al., 2001). Rada studii potvrzuje
vyznamnou roli GSNOR v obranné reakci pifi plsobeni riznych stresovych faktoru,
at’ uz abiotické ¢i biotické povahy. V ptipadé biotického stresu piinesly vysledky
n¢kolika  publikaci  rozporuplné  hypotézy.  Snizend  aktivita ~ GSNOR
a naopak, vys$s$i hladiny RSNO zptisobuji snizeni bazalni i nehostitelské rezistence
u Arabidopsis po infekci bakterii Pseudomonas syringae (Feechen et al., 2005)
¢i u rezistentniho kultivaru slune¢nice vii¢i houbovému patogenu Plasmopara halstedii
(Chaki et al., 2009). Prace Rusterucci et al., 2007 popisuje zvySenou bazalni odolnost
vici biotrofnimu patogenu Peronospora parasitica u transgennich rostlin Arabidopsis
se snizenou hladinou GSNOR. Byly pozorovany vysoké hladiny RSNO a také

konstitutivni aktivace obranného genu PR-I a zvySeni systémové ziskané rezistence
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(SAR). Opacny efekt byl pozorovan u rostlin snadexpresi GSNOR, které tak
vykazovaly oslabeni SAR. Na zaklad¢ téchto poznatkii byla vytvofena hypotéza, podle
niz je aktivita GSNOR piechodné¢ sniZzena po rozpoznani patogenu, coz vede
k prechodnému nartstu hladiny RSNO, véetné¢ GSNO. Vzhledem k popsané lokalizaci
GSNOR ve floému, GSNO mtize mit funkci mobilniho signalu, ktery je veden cévnim
systémem a aktivuje SAR (Espunya et al., 2012). Zda se, ze GSNO pusobi synergicky
s rostlinnymi hormony (zejména s SA a JA) a aktivuje tak obranné geny lokaln¢
1 systémoveé. Po rozpoznani patogenu dochazi k prudkému nardstu hladiny NO, ROS
a hormonu SA, které spousti hypersenzitivni reakci (HR) a dalsi obranné odpovédi
v ramci genové exprese. Aktivita enzymu GSNOR ptisobi jako klicovy regulator. Jejim
snizenim dojde k narGstu RSNO uvnitt bun¢k a k posileni imunity rostliny v lokalni

1 systémové urovni.

Na Obr. 18 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu proteinovych RSNO.
Od 24 hpi lze vidét postupny mirny narast hladiny proteinovych RSNO, ptficemz
maximalni hodnota byla dosazena 72 hpi u vSech tfi genotypli. Nejvyss$i narust je
evidentni u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. Na Obr. 19 je graf porovnani
GSNOR aktivity v jednotlivych vzorcich. V kontrastu s hladinou proteinovych RSNO
aktivita enzymu GSNOR od 24 hpi klesala. Nejvyraznéji se pokles aktivity projevil opét
72 hpi u vSech genotypt, avSak snejvyssi intenzitou u S. chmielewskii

a S. habrochaites.
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Obr. 18 Stanoveni obsahu proteinovych S-nitrosothiold v prubéhu patogenese P. infestans.
u tf genotypl Solanum spp. v preciSténych extraktech kolorimetricky pii 540 nm Savillovou
metodou.
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Obr. 19 Stanoveni GSNOR aktivity v pribéhu patogenese P. infestans u tii genotypa Solanum
spp.. Reduktasova aktivita enzymu GSNOR byla métena Warburgovym optickym testem pii
340 nm. Koenzym 0,2 mmol-1" NADH, substrat 0,4 mmol-1"" GSNO.

S vyuzitim primarni polyklonalni protilatky anti-SIGSNOR  byly pomoci
chemiluminiscence specificky detekovany bandy proteinu GSNOR (Obr. 20)
o priblizné molekulové hmotnosti 45 kDa, coz bylo prokazano v publikaci Kubienova
et al., 2013a. Z vysledkd denzitometrického vyhodnoceni je zfejmé, Ze v ¢ase 72 hpi byl
u vSech genotypli zaznamenan pokles intenzity detekovaného bandu, coz koresponduje

s vysledky stanoveni aktivity GSNOR, kdy se aktivita 72 hpi vyznamné snizovala.
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Obr. 20 Imunochemickd detekce GSNOR vlistech tfi genotypt Solanum spp.
po inokulaci P. infestans 0, 24, 48, 72, 96 hpi. (a) detekované bandy pomoci primarni
polyklonalni protilatky anti-SIGSNOR (1:1000), sekundarni protilatka znac¢ena HRP (1:10000),
detekce chemiluminiscence. Do jamky bylo naneseno 20 pg celkovych proteind.
(b) denzitometrické vyhodnoceni detekovanych bandi v programu VisionWorks®LS Analysis.
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4.6  Vliv mechanického poSkozeni abaxidlni strany listu na hladinu
proteinovych RSNO a aktivitu GSNOR

Pfi infiltraci patogenu do abaxidlni strany listu je nezbytné jemné mechanické
poskozeni pomoci plastové Spi¢ky, aby bylo dosazeno maximalniho priniku patogenu
dovnitt pletiva. Jelikoz se jedna o pusobeni stresového faktoru, ktery by mohl
potencialné ovlivnit méteni, bylo na misté stanovit obsah proteinovych RSNO i aktivitu
GSNOR i v mechanicky poskozenych listech. Vzorky byly sbirdny paralelné
se vzorky inokulovanymi a kontrolnimi v ¢asech 0, 24, 48, 72 a 96 h. Z Obr. 21 je
ziejmé, ze velice nepatrné mechanické naruseni listu nemélo vyznamny vliv na obsah

proteinovych RSNO i aktivitu GSNOR. Rozdily se pohybovaly v rozmezi £+ 5 %.
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Obr. 21 Stanoveni obsahu proteinovych S-nitrosothiolt a GSNOR aktivity po mechanickém
poskozeni abaxialni strany listu pied samotnou infiltraci patogenu u tii genotypd Solanum spp.
(a) obsah S-nitrosothiolti byl stanoven v pre¢isténych extraktech kolorimetricky pfi 540 nm
Savillovou metodou. (b) reduktasova aktivita enzymu GSNOR byla méfena Warburgovym
optickym testem pti 340 nm. Koenzym 0,2 mmol-1" NADH, substrat 0,4 mmol-1" GSNO.
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Zavér

Rozristajici se zelenozluté skvrny, charakteristické symptomy napadeni
P. infestans, byly nalezeny u S. lycopersicum cv. Amateur a S. chmielewskii, kdy
nejvyssi rozsah nekrozy byl pozorovéan 96 hpi.

Genotyp S. habrochaites nevykazoval ptili§ vyrazné symptomy napadeni, ale byl
pozorovan nejvyraznéjsi rozsah nekrdzy jiz 48 hpi a s narQstajicim Casem se
velikost 1éze dale nerozSirovala.

Inokulace patogenem zplsobila lokdlni narGst hladiny proteinovych
RSNO u vSech studovanych genotypti, a to zejména v Case 72 hpi. Naopak,
doslo k poklesu aktivity GSNOR, kli¢ového enzymu katabolismu GSNO, ktery
jako donor NO mize ovliviiovat hladinu ostatnich RSNO.

Mechanické poskozeni abaxidlni strany listu nemélo vyznamny vliv na obsah
proteinovych RSNO a ani na zmény aktivity GSNOR.

Detekce 1 purifikace proteinovych S-nitrosothioli znaenych metodou
biotin-switch potvrdila zvySenou S-nitrosylaci rovnéz 72 hpi a s nejvyssi

intenzitou u S. lycopersicum cv. Amateur.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

2D-SNO-DIGE

AA/BIS

APS

AP

AscP

AtMC3
AtRBOHD
Biotin-HPDP

BSA

BST

CAT

CBB R-250
cGMP
CNX1
Cy-3

Cy-5
DMF
DMSO
DTT
EF-la
GAPDH
GR

GSH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSSG
HEPES

Hpi
MMTS

2D-Diferencova gelova elektroforéza
Akrylamid-N, N -bisakrylamid
Persiran amonny

Alkalicka fosfatasa
Askorbatperoxidasa

Metakaspasa 3 u Arabidopsis
NADPH oxidasa u Arabidopsis
(N-(6-(biotinamido)hexyl)-3"-(2"-
-pyridyldithio)propionamid)
Hovézi sérovy albumin

Biotin switch

Katalasa

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cyklicky guanosinmonofosfat
Kalnexin 1

Zelené barvivo indokarbocyanin
Cervené barvivo indodikarbocyanin
N,N-dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Elongacni faktor
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
Glutathionreduktasa

Glutathion
S-hydroxylaminoglutathion
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
Glutathiondisulfid
2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
-ethansulfonova kyselina

Hodin po inokulaci

S-methylmethanthiosulfonat
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MYB2
NADH
NBT-BCIP

NED
NEM
NO

NO

NO*
NO-
NO,
NO,
NO3
N,O
N,O3
N,O4
NOS
NPR1
NtOSAK

ONOO®
O,NOO

ONOOCO,”

PHTI,3
PrxIIE
RD21
RNS
ROS
RS
RSH
RSNO
RSSR
SABP3
SAR

Transkrip¢ni faktor

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
Nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-fosfatem
N-(1-naftyl)ethylendiamin
N-ethylmaleimid

Nitroxylovy anion

Oxid dusnaty

Nitrosoniovy kation

Nenabity radikal oxidu dusnatého

Radikal oxidu dusic¢itého

Oxid dusicity

Dusi¢nanovy anion, nitrat

Oxid dusny

Oxid dusity

Dimer oxidu dusic¢ité¢ho

NO-synthasa

Nonexpressor of pathogenesis-related proteins 1
Osmoticky stresem aktivovana proteinkinasa
u Nicotiana tabacum

Peroxydusitan

Peroxydusi¢nan

Nitrosoperoxokarbonat

Fosfatové transportéry

Peroxiredoxin IIE

Cystein-proteasa

Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Thiolovy anion

Thiol

S-nitrosothiol

Disulfid

Protein vézajici kyselinu salicylovou

Systémové ziskand rezistence
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SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného

SIGSNOR Rekombinantni GSNOR ze Solanum lycopersicum
cv. Amateur

SNO-RAC S-Nitrosothiols Resin-Assisted-Capture

SNOSID S-Nitrosothiols-Site Identification

SNP Nitroprussid sodny

TCA Trichloroctova kyselina

TGl1 Transkripni faktor 1

TIR1 Auxinovy receptor

TBS Fyziologicky roztok pufrovany Tris

TEMED N, N - tetramethylendiamin

TR Thioredoxin reduktasa

Trx Thioredoxin
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